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La leucémie aiguë promyélocytaire (APL) est un cancer des globules blancs qui se 
caractérise par l’accumulation de granulocytes immatures appelés promyélocytes. Dans la 
majorité des cas, la maladie est causée par la translocation réciproque des gènes RARα et 
PML, menant à l’expression de la protéine de fusion PML/RARα qui compromet à la fois les 
fonctions assurées normalement par RARα et par PML. Ainsi, la répression de la transcription 
des gènes cibles de RARα et la perturbation de la formation des corps nucléaires PML seraient 
la cause de la non-différenciation et de la survie par inhibition de l’apoptose des 
promyélocytes. Un des agents thérapeutiques utilisés dans le traitement de la maladie est le 
trioxyde d’arsenic (ATO) et malgré le fait que son efficacité soit prouvée, les mécanismes 
moléculaires par lesquels il exerce son action ne sont pas entièrement caractérisés. PML étant 
SUMOylée en réponse à l’ATO, nous avons émis l’hypothèse que d’autres protéines 
pourraient être régulées dans leurs modifications post-traductionnelles (PTMs) en réponse à 
l’agent thérapeutique et pourraient occuper un rôle dans le processus de guérison. Une analyse 
par protéomique quantitative de cellules HEK293 traitées à l’ATO a permis d’identifier 92 
protéines significativement régulées en SUMOylation, incluant certains substrats connus de la 
caspase-3. Suite à cette observation, nous avons supposé que la SUMOylation pourrait 
protéger les substrats de la caspase-3 de leur clivage protéolytique. À l’aide d’essais in vitro et 
d’immunobuvardages, nous avons confirmé que la SUMOylation de PARP1 empêche son 
clivage par la caspase-3, ce qui pourrait jouer un rôle dans le destin cellulaire. 
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Acute promyelocytic leukemia (APL) is a cancer of white blood cells characterized by 
the accumulation of immature granulocytes called promyelocytes. In most cases, the disease is 
caused by the reciprocal translocation of the RARα and PML genes, leading to the expression 
of the PML/RARα fusion protein that compromises both the functions normally provided by 
RARα and by PML. Thus, repression of the transcription of RARα target genes and disruption 
of the formation of PML nuclear bodies may cause the non-differentiation of promyelocytes 
and the promotion of their survival by inhibition of apoptosis. One of the therapeutic agents 
used to treat the disease is arsenic trioxide (ATO) and despite the fact that its effectiveness is 
proven, the molecular mechanisms through which it exerts its action are not fully 
characterized. Since PML is SUMOylated in response to ATO, it is likely that other proteins 
may also exhibit changes in their post-translational modifications (PTMs) and play a role in 
the response. By using large-scale proteomic workflows on HEK293 cells following ATO 
treatment, we identified 92 proteins that shown significant changes in SUMOylation, 
including some known capase-3 substrates. Following this observation, we surmised that 
SUMOylation may protect these substrates from caspase-3 cleavage. Using in vitro assays and 
immunoblots, we confirmed that SUMOylation of PARP1 prevents its cleavage by caspase-3, 
an event that could mediate cell fate. 
 
Keywords : SUMOylation, phosphorylation, ubiquitylation, arsenic trioxide, acute 
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1.1 Les modifications post-traductionnelles 
Le nombre de gènes codés par le génome humain est maintenant évalué à aussi peu que 
20 000, mais la diversité du protéome est nettement plus importante en raison de l’épissage 
alternatif et des modifications qui ont lieu sur les protéines suite à leur traduction lesquelles 
peuvent moduler leur localisation, leurs fonctions ou leurs interactions protéine-protéine (1, 2). 
Ces modifications post-traductionnelles (PTMs), qu’elles soient de natures chimique ou 
protéique, soulèvent un intérêt certain en recherche puisqu’elles peuvent, par exemple, être 
essentielles à la survie d’un organisme ou encore parce qu’elles sont impliquées dans le 
développement de maladies. À ce jour, plus de 200 modifications post-traductionnelles 
différentes ont été identifiées (3). 
 
1.2 La phosphorylation 
La phosphorylation est une modification post-traductionnelle de nature chimique qui 
consiste en l’ajout d’une molécule de phosphate sur une sérine, une thréonine ou une tyrosine 
d’une protéine cible. La conjugaison du phosphate est catalysée par des protéines kinases et la 
dé-phosphorylation est assurée par des protéines phosphatases. La première observation d’une 
activité kinase remonte au milieu des années 1950 et la phosphorylation est aujourd’hui une 
des modifications post-traductionnelles les mieux caractérisées (4). Un nombre impressionnant 
de protéines est modifié par phosphorylation et de multiples fonctions sont associées à cette 
modification, la plus connue étant la régulation de l’activité enzymatique (5). Il n’est 
probablement pas exagéré de dire que la phosphorylation touche l’ensemble des processus 
cellulaires de façon directe ou indirecte, les protéines kinases et phosphatases représentant 
près de 2 à 5 % du génome humain (6, 7). La modification occupe également un rôle 
important dans la croissance, la différenciation et la signalisation cellulaire et est impliquée 
dans le développement de maladies, particulièrement le cancer (8). Certaines thérapies 




L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle de nature protéique qui se 
définit par la liaison covalente de l’ubiquitine sur une lysine d’une protéine cible. 
L’ubiquitine, membre fondateur des UBLs (ubiquitin-related modifiers), est une petite 
protéine de 76 acides aminés, caractérisée depuis le milieu des années 1970 (10), qui se trouve 
en quantité abondante dans plusieurs compartiments cellulaires. Quatre gènes différents 
permettent la synthèse de l’ubiquitine, soit RPS27A, UBA52, UBB et UBC. Une copie unique 
de l’ubiquitine fusionnée à la protéine ribosomale R27a est codée par le gène RPS27a (11) et 
une autre copie fusionnée à la protéine ribosomale L40 est codée par le gène UBA52 (12). Les 
gènes UBB et UBC, quant à eux, codent pour un précurseur contenant plusieurs copies 
d’ubiquitine (13). Le nombre de répétitions diffère, entre autres, d’une espèce à l’autre. Les 
enzymes permettant de cliver ces polymères d’ubiquitine sont appelées DUBs 
(deubiquitylating enzymes). Comme leur nom l’indique, ces enzymes sont également 
responsables de la dé-ubiquitination (14). La conjugaison de l’ubiquitine sur une protéine cible 
se déroule en trois étapes enzymatiques. Une première enzyme E1 permet l’activation de 
l’ubiquitine via l’utilisation d’une molécule d’ATP et la formation d’un lien thioester riche 
énergétiquement. Ensuite, l’ubiquitine est transférée de E1 à une cystéine du site actif d’une 
enzyme E2. Finalement, l’ubiquitine est conjuguée à la lysine de son substrat directement par 
E2 ou via l’intermédiaire d’une enzyme E3 (15). À ce jour, deux E1, une cinquantaine de E2 
et des centaines de E3 ont été identifiées chez l’humain pour l’ubiquitine (16). Les lysines des 
protéines cibles peuvent être mono-ubiquitylées ou poly-ubiquitylées. Ces deux phénomènes 
semblent occuper des rôles distincts dans la cellule. De plus, l’ubiquitine peut être modifiée 
par d’autres UBLs, comme SUMO (small ubiquitin-related modifier) et NEDD8 (neural 
precursor cell expressed developmentally down-regulated protein 8), menant à la modification 
de certains substrats par une chaîne mixte d’UBLs. Une classe de motifs nommée UBDs 
(ubiquitin-binding domains) permet à des adaptateurs d’interagir avec l’ubiquitine (17). La 
fonction cellulaire la plus associée à l’ubiquitination est l’assignation des protéines pour leur 
dégradation par le protéasome. Il est maintenant convenu que d’autres rôles sont associés à 
l’ubiquitination tels que la régulation de la transcription, la réparation de l’ADN, la 
modification des histones et l’endocytose (18). L’ubiquitination semble également être 
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impliquée dans l’autophagie, un système protéolytique différent de celui médié par le 
protéasome (19). 
 
1.4 La SUMOylation 
1.4.1 Les protéines SUMO 
La SUMOylation est une modification post-traductionnelle de nature protéique, 
caractérisée pour la première fois il y a un peu plus de 20 ans (20), qui se traduit par la 
conjugaison d’une protéine SUMO sur une lysine d’une protéine cible. Les protéines SUMO 
font partie de la famille des UBLs et sont retrouvées chez l’ensemble des eucaryotes. Chez 
l’humain, quatre paralogues de SUMO ont été identifiés, soit SUMO-1, SUMO-2, SUMO-3 et 
SUMO-4. Sous leur forme mature, les séquences protéiques de SUMO-2 et de SUMO-3 ne 
diffèrent que par trois acides aminés, alors que SUMO-2/3 et SUMO-1 ne partagent que 45 % 
de leur séquence en acides aminés, bien que présentant une importante homologie dans leur 
structure tridimensionnelle (21). Le plus récent paralogue à avoir été identifié et le moins bien 
caractérisé est SUMO-4. Contrairement aux formes 1, 2 et 3 qui sont exprimées de façon 
constitutive dans tous les types cellulaires, la forme 4 semble être exprimée préférentiellement 
dans certaines cellules telles que celles des reins et de la rate (22). De plus, la conjugaison de 
SUMO-4 ne se fait probablement pas sous conditions physiologiques (23). 
1.4.2 La conjugaison et la déconjugaison des protéines SUMO 
Du point de vue biochimique, le processus de SUMOylation est très semblable à celui 
de l’ubiquitination et implique une cascade enzymatique se déroulant en quatre étapes (Figure 
1). Il y a d’abord maturation de SUMO par clivage de son extrémité C-terminale. Cette 
réaction est catalysée par une famille d’enzymes appelées SENPs (SUMO-specific proteases) 
et expose le motif di-glycine se trouvant chez la plupart des UBLs. Un lien thioester de haute 
énergie est ensuite créé entre SUMO et une enzyme E1. SUMO est alors transféré sur une 
enzyme E2 et la conjugaison au substrat peut être catalysée par une enzyme E3 (24). Cette 
dernière étape n’est cependant pas toujours nécessaire, la conjugaison pouvant se faire 
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directement via l’enzyme E2 (25, 26). À ce jour, une E1, une E2 et une dizaine de E3 ont été 
identifiées chez l’humain pour SUMO (27). La SUMOylation est un processus réversible et 
hautement dynamique. En effet, les SENPs, qui permettent la maturation de SUMO par 
exposition du motif di-glycine, catalysent également le clivage de SUMO des substrats (28). 
La majorité des lysines modifiées par SUMO se trouvent dans un motif consensus Ψ-K-X-
E/D, où Ψ représente un acide aminé hydrophobe et X n’importe lequel des acides aminés. 
Cependant, certaines lysines SUMOylées peuvent être localisées dans un motif non-consensus 
et les lysines localisées dans un motif consensus ne sont pas toujours SUMOylées. Le motif de 
SUMOylation phospho-dépendant Ψ-K-X-E/D-X-X-pS-P, où pS représente une sérine 
phosphorylée, est un autre des motifs possibles (24). 
 
 
Figure 1. Conjugaison et dé-conjugaison des protéines SUMO. 1 : Maturation de 
SUMO par clivage protéolytique et exposition du motif di-glycine. 2 : Création du lien 
thioester entre SUMO et E1 (dimère Aos1 et Uba2). 3 : Transfert de SUMO de E1 à E2 
(Ubc9). 4 : Conjugaison de SUMO via E3. 5 : Dé-conjugaison de SUMO. Figure 
adaptée de Dasso, 2008 (29). 
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1.4.3 La poly-SUMOylation et le motif d’interaction avec SUMO 
Comme la protéine SUMO elle-même est sujette à la SUMOylation, certaines lysines 
de protéines cibles peuvent être modifiées par une forme polymérique de SUMO, phénomène 
connu sous le nom de poly-SUMOylation. Les fonctions associées aux chaînes poly-SUMO 
semblent généralement différentes de celles associées à la mono-SUMOylation. De plus, des 
chaînes poly-SUMO composées de différents paralogues de SUMO ont déjà été observées 
(30). Un motif d’interaction avec SUMO, nommé SIM (SUMO interaction motif), permet 
également à des protéines d’interagir de façon non covalente avec l’UBL. L’interaction 
dépend du cœur hydrophobe du motif constitué des résidus V/I-X-V/I-V/I (31).  
1.4.4 Les fonctions la SUMOylation 
La plupart des protéines modifiées par SUMOylation sont nucléaires, bien qu’elles 
puissent être localisées dans l’ensemble des compartiments cellulaires. La première protéine à 
avoir été identifiée comme étant SUMOylée est RanGAP1 et sa SUMOylation est liée à sa 
localisation cellulaire (32). Aujourd’hui, plusieurs rôles sont associés à la SUMOylation, dont 
le trafic intracellulaire, mais également la réponse aux dommages à l’ADN, la régulation de la 
transcription, le remodelage de la chromatine et la biogenèse des ribosomes (24). Les 
protéines SUMOylées sont peu abondantes lorsque comparées, par exemple, aux protéines 
phosphorylées ou ubiquitylées. Cependant, la balance entre les niveaux de SUMOylation et de 
dé-SUMOylation demeure importante dans le maintien de l’homéostasie cellulaire. Ainsi, la 
dérégulation de la modification semble être impliquée dans plusieurs pathologies telles que les 
maladies cardiaques, les maladies neurodégénératives et le cancer (33).  
 
1.5 Relations entre les modifications post-traductionnelles 
L’existence d’une interrelation entre les différentes modifications post-traductionnelles 
est maintenant évidente et contribue à divers processus biologiques (34). Le motif de 
SUMOylation phospho-dépendant en témoigne (35). La SUMOylation peut également servir 
de signal pour l'ubiquitination de protéines spécifiques par des STUbLs (SUMO-targeted 
ubiquitin ligases) (36-38). Ainsi, certaines protéines sont adressées au protéasome pour leur 
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dégradation suite à leur poly-SUMOylation puis à leur poly-ubiquitination. Dans ce cas, la 
poly-ubiquitination résulte de la reconnaissance des chaînes poly-SUMO par des E3 ubiquitine 
ligases. De plus, des études montrent que les relations unissant la SUMOylation et d’autres 
modifications post-traductionnelles pourraient être impliquées dans l’apoptose, et la 
dérégulation de ce mécanisme de protection est fréquemment en cause dans le développement 
tumoral (39-41). Pour cette raison, il est intéressant d'étudier la phosphorylation et 
l'ubiquitination lors de l'étude de la SUMOylation. 
 
1.6 La leucémie 
La leucémie est caractérisée par un défaut dans l’hématopoïèse, soit le processus de 
production des cellules sanguines (Figure 2). Ainsi, la leucémie affecte les cellules souches du 
sang, ces cellules qui sont, normalement, capables de générer l’ensemble des types cellulaires 
retrouvés dans le sang. Les cellules souches hématopoïétiques peuvent se différencier en 
cellules souches lymphoïdes ou en cellules souches myéloïdes. Les cellules souches 
lymphoïdes se différencient d’abord en cellules blastiques, puis en lymphocytes, un type de 
globules blancs. Les cellules souches myéloïdes, quant à elles, se différencient en cellules 
blastiques avant de devenir des érythrocytes, les globules rouges, des plaquettes, des 
granulocytes ou des monocytes (42), les deux derniers types cellulaires appartenant eux aussi à 
la famille des globules blancs. Ainsi, la leucémie se décrit par la prolifération incontrôlée de 
cellules blastiques qui ont un développement anormal et qui ne deviendront jamais des cellules 
sanguines matures (43). 
 
1.7 La leucémie aiguë promyélocytaire 
1.7.1 Manifestations cliniques et statistiques 
La leucémie aiguë promyélocytaire (LAP), le sous-type M3 de la leucémie aiguë 
myéloblastique (LAM), est un cancer des globules blancs qui prend naissance dans les cellules 
souches myéloïdes. Décrit comme une entité distincte pour la première fois en 1957 (44), la 
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maladie se caractérise par l’accumulation dans la moelle osseuse et dans le sang périphérique 
de granulocytes immatures, appelés promyélocytes, qui en prenant leur place, empêchent les 
cellules sanguines saines d’accomplir leurs fonctions physiologiques (Figure 2). Des 
saignements anormaux, de la fatigue, de la fièvre, une perte de poids, une guérison lente des 
blessures et la susceptibilité aux infections font partie des premiers symptômes cliniques (45). 
La LAP représente moins de 10 % de tous les cas de LAM et atteint majoritairement les 
adultes. Les personnes de moins de 20 ans ne sont effectivement que rarement touchées et 
l’âge médian se situe à 47 ans (46). 
 
 
Figure 2. Représentation de l’hématopoïèse. Les cellules souches hématopoïétiques 
peuvent produire l’ensemble des cellules sanguines matures, soit les globules rouges, les 
globules blancs, qui comprennent les granulocytes, les monocytes et les lymphocytes, et 
les mégacaryocytes, qui permettent la production des plaquettes. La LAP est décrite par 




1.7.2 Évolution des traitements 
Bien qu’à l’époque de sa première caractérisation comme entité distincte, la LAP ait 
presque toujours été létale, elle présente aujourd’hui des taux de rémission complète 
impressionnants s’approchant de 100 % et un taux de survie sans récidive à 5 ans pouvant 
dépasser 90 % (48). Contrairement aux autres sous-types de LAM, les traitements utilisés pour 
éradiquer la LAP ont considérablement évolué au cours des 60 dernières années. Il s’agit 
également du premier cancer à avoir été traité par thérapie ciblée. La chimiothérapie 
conventionnelle seule était d’abord utilisée, jusqu’à ce qu’il y ait introduction de l’acide tout-
trans rétinoïque (ATRA) en 1985, puis celle du trioxyde d’arsenic (ATO) dans les années 
1990 (49). L'ATRA seul permet rarement l'éradication complète de la maladie, alors que 
l’ATO guérit la plupart des patients. De nos jours, la majorité des cas de LAP nouvellement 
diagnostiqués sont traités avec une approche sans chimiothérapie combinant l’ATRA et 
l’ATO, ce traitement étant plus efficace que la combinaison d’abord privilégiée d’ATRA et de 
chimiothérapie (50-53). Cette combinaison conduit également à moins de rechutes que l'ATO 
seul (54). 
1.7.3 Bases moléculaires de la maladie 
La LAP est causée par la translocation du gène RARα (retinoic acid receptor alpha) se 
trouvant sur le chromosome 17. Dans la majorité des cas, le gène est impliqué dans une 
translocation réciproque avec le gène PML (promyelocytic leukemia protein) qui se trouve sur 
le chromosome 15 (55). La translocation est identifiée t(15;17)(q21;q22). La fusion de ces 
deux gènes mène à l’expression d’une protéine hybride aux fonctions altérées nommées 
PML/RARα (Figure 3) (49). L’expression de PML/RARα compromet à la fois les fonctions 
normalement assurées par RARα et par PML et pourrait suffire au développement de la 
maladie, bien que d’autres altérations puissent en augmenter la gravité (56-59). Ainsi, il y a 
répression de la transcription des gènes cibles de RARα et perturbation de la formation de 
corps nucléaires PML (55, 60). Ces deux évènements entraînent la non-différenciation des 
promyélocytes et la promotion de leur survie par inhibition de l'apoptose (56). D’autres 
translocations rares sont également possibles dont celle entre les gènes RARα et PLZF 




Figure 3. Structure de PML/RARα. La translocation t(15;17)(q21;q22) est la plus 
commune chez les patients atteints de la LAP et mène à l’expression de la protéine de 
fusion PML/RARα. Figure adaptée de Dos Santos et al, 2013, (59). 
 
1.8 PML 
1.8.1 Structure de la protéine 
PML est un suppresseur de tumeurs identifié à l’origine pour son implication dans la 
LAP. L’épissage alternatif du gène PML permet la synthèse de sept isoformes de la protéine. 
La région N-terminale contenant le domaine appelé RBCC/TRIM est conservée chez les sept 
isoformes, mais celles-ci ne partagent pas la même région C-terminale. Le motif RBCC/TRIM 
est lui-même composé de quatre domaines, un domaine RING, deux domaines B-Box et une 
superhélice. L’extrémité N-terminale de six des sept isoformes contient également un signal 
de localisation nucléaire (NLS) (62). Les différentes isoformes varient en longueur, allant de 
435 acides aminés pour PMLVII à 882 pour PMLI (Figure 4). Des fonctions cellulaires 





Figure 4. Structure des isoformes de PML. L’épissage alternatif du gène PML permet 
la synthèse de sept isoformes contenant toutes le domaine RBCC/TRIM. Certaines 
isoformes contiennent également un SIM. NES : Signal d’exportation nucléaire (nuclear 
export signal). UTR : Région non traduite (untranslated region). Figure adaptée de Hsu 
et Kao, 2018 (64). 
 
1.8.2 Corps nucléaires PML 
PML est le composant principal de structures circulaires entourant la chromatine, 
découvertes originellement par microscopie électronique, nommées corps nucléaires PML 
(PML NBs) (65). Sous conditions normales, ces agrégats protéiques sont présents dans la 
majorité des cellules humaines, avec des abondances différentes, les niveaux d’expression de 
PML dépendant, entre autres, du type et du cycle cellulaires. L’expression de PML est 
également sujette à la régulation en réponse à certains stimuli. Il y a, par exemple, 
augmentation de la transcription du gène en réponse aux interférons (66). Les noyaux 
cellulaires contiennent typiquement de 10 à 30 corps nucléaires PML. La partie extérieure de 
la structure est composée par PML et plusieurs partenaires protéiques sont recrutés par celle-ci 
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et localisés à l’intérieur. Certaines protéines telles que SP100 et DAXX sont toujours 
résidentes des corps nucléaires, alors que d’autres, par exemple, p53, s’y trouve uniquement 
de façon transitoire (67). Généralement, sous conditions de stress, les corps nucléaires PML 
augmentent en nombre et en taille. Plusieurs fonctions sont attribuées à ces structures 
dynamiques comme la réponse au stress, la réparation de l’ADN, le renouvellement des 
cellules souches, la réponse virale, la sénescence et l’apoptose (68, 69). Les animaux PML-/- 
présentent d’ailleurs une réponse altérée au stress (70). 
1.8.3 Formation des corps nucléaires PML 
Les corps nucléaires PML sont hautement sujets à être modifiés, entre autres, par 
SUMOylation, phosphorylation et ubiquitination. Les partenaires protéiques qui y sont 
recrutés sont eux aussi sujets à de nombreuses modifications post-traductionnelles et peuvent 
également y être dégradés. Ainsi, la SUMOylation des corps nucléaires PML permet le 
recrutement de partenaires protéiques et augmente la SUMOylation de ces protéines afin d’en 
réguler directement les fonctions ou d’en faciliter la régulation par d’autres modifications 
post-traductionnelles. Les partenaires protéiques peuvent donc être activés, inactivés ou 
dégradés suite à leur recrutement (71). Une autre caractéristique importante de PML réside 
dans le fait que la protéine contient à la fois des sites de SUMOylation et un SIM (68, 69). Le 
premier modèle proposé pour expliquer la cinétique de formation des corps nucléaires PML 
plaçait la SUMOylation au cœur du processus. Dans ce modèle, SUMO est responsable de 
construire la structure circulaire extérieure des corps nucléaires. Les unités de construction, 
soit les protéines PML individuelles, s’associent et restent collées les unes aux autres via les 
interactions SUMO-SIM (72). Ce modèle a toutefois été revu, alors que des études ont montré 
qu’un mutant dépourvu à la fois de trois sites de SUMOylation et du SIM de PML était 
capable de former des corps nucléaires morphologiquement similaires aux corps nucléaires 
sauvages (68, 69). Le modèle alternatif suggère que les corps nucléaires sont formés par des 
ponts disulfures liant les cystéines des unités de PML (Figure 5). Ainsi, l’oxydation de PML 
permet la formation des liens disulfures, ce qui induit la dimérisation puis la multimérisation 
des unités de PML et la création de la couche externe des corps nucléaires (68, 69). Une étude 
récente montre que la formation des corps nucléaires PML est, en fait, dépendante de la 
tétramérisation de PML par le biais de son domaine RING (73). La SUMOylation occupe 
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également un rôle essentiel dans ce modèle. Effectivement, une fois formés, les corps 
nucléaires sont massivement SUMOylés en réponse au recrutement de l’enzyme E2 de 
conjugaison de SUMO, Ubc9. La modification post-traductionnelle permet alors le 
recrutement des protéines résidentes par les interactions SUMO-SIM. La SUMOylation des 
corps nucléaires PML serait ainsi facultative à leur formation, mais essentielle au recrutement 
des partenaires protéiques et donc à la réalisation des fonctions cellulaires qui sont associées à 
ces structures (68, 69). 
 
 
Figure 5. Modèle de formation des corps nucléaires PML. Le stress oxydatif induit la 
multimérisation de PML, formant les corps nucléaires. La SUMOylation de PML est 
ensuite nécessaire à l’obtention des corps nucléaires matures capables de recruter des 
partenaires protéiques. ROS : Dérivé réactif de l’oxygène (reactive oxygen specie). 
Figure adaptée de Sahin et al, 2014, (69). 
 
1.9 RARα 
RARα est le premier membre de la famille des récepteurs de l’acide rétinoïque (RARs) 
à avoir été identifié. La famille comprend également RARβ (retinoic acid receptor beta) et 
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RARγ (retinoic acid receptor gamma). Contrairement à RARα qui est exprimé de façon 
constitutive, ces deux derniers récepteurs présentent un patron d’expression plus complexe, 
dicté, entre autres, par le type cellulaire (74). RARα exerce ses fonctions sous forme d’un 
hétérodimère avec RXRα (retinoid X receptor alpha). La liaison de l’acide rétinoïque à 
RARα/RXRα permet l’activation de l’hétérodimère et la régulation de ses gènes cibles par 
recrutement de coactivateurs. Ainsi, le récepteur nucléaire va reconnaître une séquence 
d’ADN appelée RARE (retinoic acid response element) se trouvant dans la majorité des 
promoteurs des gènes régulés par l’acide rétinoïque et activer la transcription de ces gènes. En 
absence de ligand, l’hétérodimère va plutôt recruter des corépresseurs afin de garder la 
chromatine dans un état inactif (75). L’acide rétinoïque dans la cellule provient directement du 
milieu extracellulaire ou encore de l’oxydation de la vitamine A (76). Certains gènes régulés 
par RARα/RXRα sont responsables du catabolisme de RARα, alors qu’un élément RARE se 
trouve dans le promoteur du gène RARα. Ces deux mécanismes permettent une régulation fine 
de la quantité de RARα présente dans la cellule (75). Parmi les autres gènes sous contrôle du 
récepteur nucléaire, certains sont impliqués dans des fonctions telles que la survie, la 
croissance et la différenciation cellulaires (77). Ainsi, RARα, en présence de son ligand, 
semble favoriser la différenciation des cellules de la lignée myéloïde, mais aurait un effet 
contraire en absence d’acide rétinoïque. Il peut même y avoir accumulation de granulocytes 
immatures chez les souris présentant un manque en acide rétinoïque (78). De plus, la 
signalisation induite par l’acide rétinoïque semble être altérée dans certains cancers (76). 
 
1.10 La protéine de fusion PML/RARα 
Comme mentionné précédemment, l’expression de PML/RARα semble permettre, à 
elle seule, le développement de la LAP chez la souris, indiquant que la protéine de fusion est 
une des principales causes moléculaires, voire la seule, de la maladie (57). La protéine 
chimérique compromet à la fois les fonctions assurées normalement par PML et par RARα 
(Figure 6). Ainsi, la formation des corps nucléaires PML et la signalisation de RARα sont 
réprimées chez les promyélocytes. Les corps nucléaires formés par PML/RARα sont moins 
abondants dans les cellules promyélocytaires que les corps nucléaires PML dans les cellules 
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non leucémiques. Ils ont, en plus, une morphologie et une localisation différentes ainsi que des 
fonctions altérées (79). La perturbation des corps nucléaires semble occuper deux rôles 
distincts dans le développement de la leucémie aiguë promyélocytaire. Elle pourrait d’abord 
nuire à la différenciation des granulocytes en cellules sanguines matures. Ainsi, des études 
montrent que les corps nucléaires sont impliqués dans l’autorenouvellement, aussi bien des 
cellules saines que des cellules souches cancéreuses (79). De plus, la dégradation de la 
protéine de fusion favorise la différenciation des cellules leucémiques. L’autre rôle de la 
perturbation concerne l’apoptose. En effet, la signalisation des corps nucléaires semble initier 
ce mécanisme de suppression tumorale, sous certaines conditions, entre autres, en activant p53 
(67). PML/RARα semble donc permettre l’inhibition de l’apoptose, ce qui augmente le 
potentiel d’autorenouvellement des progéniteurs myéloïdes. De plus, la protéine de fusion 
PML/RARα réprime la signalisation normalement induite par RARα. Ainsi, PML/RARα lie 
plus fortement l’ADN, et peut le faire sous forme de monomère. Il y a donc répression des 
gènes sous régulation de l’acide rétinoïque, ce qui pourrait expliquer, en partie, le fait que les 





Figure 6. Signalisation de PML/RARα. La protéine de fusion inhibe la transcription 
normalement assurée par RARα et inhibe la formation des corps nucléaires PML ce qui 
mène à la différenciation incomplète et à la survie des cellules leucémiques. Figure 
adaptée de Lallemand-Breitenbach et al, 2012 (80). 
 
1.11 Le trioxyde d’arsenic 
1.11.1 L’arsenic 
L’arsenic, bien connu sous sa forme inorganique pour être un poison puissant et 
imperceptible, présente, néanmoins, de nombreuses qualités lorsqu’administré en faibles 
doses. Son utilisation dans la médecine remonte, ainsi, à plus de 2000 ans. Il était autrefois 
employé en Grèce et en Chine pour traiter de multiples maladies. Dans les années 1900, il a 
été remplacé par l’arrivée des antibiotiques et des agents chimiothérapeutiques, jusqu’à ce 
qu’un remède traditionnel chinois contenant de l’arsenic soit reconnu comme étant efficace 
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pour traiter la LAP. Des études ont alors montré que le composé actif dans cette thérapie était, 
en fait, l’ATO (81).  
1.11.2 Traitement de la leucémie aiguë promyélocytaire 
L’ATO est maintenant reconnu internationalement et utilisé comme agent 
thérapeutique dans le traitement de la LAP, soit seul, soit en combinaison ou suite à un 
traitement avec l’ATRA, et ce, depuis plus de 20 ans. L’utilisation de l’ATO seul mène à la 
différenciation ou à la mort des promyélocytes in vivo et, en clinique, à la rémission de 70 % 
des patients atteints de la LAP (82). Les agents thérapeutiques agissent tous les deux en 
dégradant PML/RARα (50, 80). L'ATO dégrade la protéine de fusion via son unité PML en 
favorisant sa SUMOylation, suivie de son ubiquitination, ce qui entraîne sa dégradation par le 
protéasome (83). La dégradation de la protéine de fusion permettrait aux protéines PML 
provenant de l’allèle non réarrangé du gène de reformer des corps nucléaires sauvages, ce qui 
pourrait induire l’apoptose des cellules leucémiques (70). L’ATO favorise également la 
formation des corps nucléaires PML chez les cellules non leucémiques. En plus de dégrader 
PML/RARα, l’agent thérapeutique semble donc favoriser la formation des corps nucléaires 
avec les protéines sauvages PML. Ainsi, la dégradation de la protéine chimérique par l’ATO et 
l’ATRA empêcherait l’inhibition de l’apoptose ou favoriserait la différenciation des cellules 





Figure 7. Dégradation de PML/RARα. L’ATO et l’ATRA dégradent la protéine de 
fusion PML/RARα, permettant à PML et à RARα de retrouver leur rôle physiologique, 
ce qui mène à la différenciation ou à l’élimination des cellules cancéreuses. Figure 
adaptée de de Thé et al, 2017 (82). 
 
1.11.3 Régulation des enzymes 
Certaines enzymes responsables de la modification post-traductionnelle des protéines 
sont régulées en réponse à l’ATO. Il est possible de penser que des E3 SUMO ligases, des E3 
ubiquitine ligases et des kinases puissent être modifiées en réponse à l’ATO influençant ainsi 
la modification d’autres protéines. Ainsi, l’ATO pourrait interagir avec un nombre limité de 
protéines, mais engendrer de façon indirecte une régulation importante des modifications post-
traductionnelles. La littérature rapporte que l’ATO interagit avec PML, permettant la 
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formation des corps nucléaires PML qui représentent un foyer où différents évènements de 
modifications post-traductionnelles se produisent, mais des enzymes sont également régulées 
en réponse à l’ATO (85, 86). Par exemple, la kinase Akt est inactivée par dé-phosphorylation 
suite à un tel traitement (87). Son inactivation pourrait ainsi mener à la diminution de la 
phosphorylation de ses substrats. 
 
1.12 L’apoptose  
L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus d'autodestruction 
cellulaire finement régulé, essentiel à de multiples fonctions chez les organismes 
multicellulaires (88). Elle se produit de façon normale dans le développement pour maintenir 
l'homéostasie des populations de cellules, mais elle peut également occuper un rôle protecteur 
(89). Par exemple, les cellules dont l'ADN a subi des dommages importants peuvent entrer en 
apoptose pour protéger l'organisme du développement tumoral. L'apoptose peut se produire en 
réponse à des signaux provenant de la cellule elle-même ou de l'environnement extérieur via la 
liaison de ligands spécifiques sur des récepteurs de mort à la surface de la cellule (Figure 8). 
La mort cellulaire programmée est caractérisée par une série de changements conduisant, en 
dernier lieu, à la condensation de la chromatine, à la fragmentation de l'ADN, au 
bourgeonnement de la membrane et enfin à l'élimination des corps apoptotiques par les 
cellules immunitaires sans endommager les cellules environnantes (90). Une mauvaise 
régulation de l'apoptose est impliquée dans de nombreuses maladies humaines, y compris le 





Figure 8. Représentation des mécanismes régulant l’apoptose. La mort cellulaire 
programmée peut résulter d’un stress intrinsèque ou extrinsèque. L’activation des 
caspases est la dernière étape des changements qui mènent à l’apoptose. Figure adaptée 
de Li et Yuan, 2008 (93). 
 
1.13 Les caspases 
Les caspases (cysteine-aspartic proteases), une famille de protéases à cystéine 
hautement conservées d'une espèce à l'autre, sont au cœur de l'apoptose (94-96). Afin d'assurer 
une régulation précise de l'activité des caspases, celles-ci sont exprimées sous forme de 
zymogènes et leur activation a lieu lorsqu'elles sont clivées par d'autres caspases, appelées 
caspases initiatrices (caspase-1, -4, - 5), elles-mêmes préalablement activées. Une fois actives, 
les caspases effectrices (caspase-3, -5, -7) vont cliver des substrats spécifiques. Les sites de 
clivage reconnus par les différentes caspases sont uniques à chacune d’elles, bien qu’ils 
contiennent tous un résidu aspartate. Le résultat du clivage protéolytique dépend de chaque 
substrat. Il peut donc y avoir perte ou gain de fonction pour une protéine clivée par une 
caspase. La cascade des caspases est à l'origine des changements biochimiques caractéristiques 
de l'apoptose et la caspase-3 est probablement le membre le plus important des caspases 
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effectrices (97). L'un de ses substrats les mieux caractérisés est PARP1 (poly [ADP-ribose] 
polymerase 1) (98).  
 
1.14 PARP1 
PARP1, le membre fondateur des protéines de la famille PARP qui contient 17 autres 
membres, est une enzyme conservée dans l’évolution des eucaryotes (99). PARP1 est 
d’ailleurs essentielle chez la souris et son dysfonctionnement est létal pour l’embryon (100). 
PARP1 joue un rôle central dans la réponse aux dommages à l'ADN en catalysant sa propre 
poly-ADP-ribosylation et celle de protéines impliquées dans la réparation de l'ADN. PARP1 
attache, ainsi, des unités d’ADP-ribose aux résidus glutamate, aspartate ou lysine de protéines 
cibles. L’accumulation de ces unités conduit à la formation de chaîne de poly-ADP-ribose 
(PAR) (Figure 9) (101). La détection des sites de dommages par PARP1 est un des premiers 
évènements de la réponse aux dommages à l’ADN et la modification des protéines cibles par 
les chaînes de PAR peut jouer différents rôles, entre autres influencer la localisation cellulaire 
des protéines, leurs interactions avec d’autres partenaires protéiques, ou leur liaison à l’ADN 
(102). L’enzyme est activée en réponse à différents types de lésions de l’ADN, que ce soit les 
cassures simple-brin ou les cassures double-brin. La structure de la protéine nucléaire est bien 
caractérisée et contient un domaine de liaison à l’ADN, lui-même composé de motifs à doigts 
de zinc, un domaine BRCT et un domaine catalytique (103, 104). PARP1 soulève un intérêt 
certain en recherche puisque la protéine est surexprimée dans plusieurs cancers et qu’elle 
pourrait servir de cible thérapeutique, en raison de son implication dans la réponse aux 
dommages à l’ADN (105). Différentes études montrent déjà le potentiel d’utilisation des 
inhibiteurs de PARP1 dans l’élimination des cellules cancéreuses, lorsque combinés à d’autres 
drogues (106, 107). De plus, PARP1 est clivée par la caspase-3 en réponse à l'ATO et son 





Figure 9. Représentation de l’activité catalytique de PARP. Les protéines de la 
famille PARP catalysent l’ajout d’ADP-ribose aux protéines cibles (PARylation). La 
déconjugaison des chaînes de PAR (dePARylation) est catalysée par l’enzyme PARG 
(poly ADP-ribose glycohydrolase). Figure adaptée de Briggs et Bent, 2011, (101). 
 
1.15 La protéomique basée sur la spectrométrie de masse 
1.15.1 Approches en protéomique 
La spectrométrie de masse est une technique sensible permettant l’analyse de 
molécules par mesure de leur rapport masse sur charge (m/z). Elle permet, entre autres, 
d’identifier et de quantifier un grand nombre de protéines contenues dans un échantillon 
biologique complexe. Deux principales méthodes en protéomique permettent l’identification 
des protéines contenues dans un tel échantillon, soit l’approche top-down et l’approche 
bottom-up. En protéomique top-down, les protéines intactes sont injectées directement dans le 
spectromètre de masse, alors qu’en protéomique bottom-up, les protéines sont d’abord 
digérées en peptides et ce sont ces derniers qui sont injectés. L’approche top-down offre 
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quelques avantages, par exemple, elle peut permettre la distinction entre les différentes 
isoformes d’une même protéine (111). Cependant, la méthode requiert des outils 
bioinformatiques performants afin de faire l’analyse des spectres de masse des fragments de 
protéines entières qui ont tendance à être complexes (112). Ainsi, l’approche bottom-up était 
longtemps privilégiée et reste aujourd’hui une des approches les plus utilisées. Entre autres, en 
raison de sa simplicité et de sa fiabilité, mais également parce qu’elle offre de nombreux 
avantages tels que l’efficacité de séparation et d’identification des peptides à partir de la 
technique de chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) (113).  
1.15.2 Extraction des protéines 
Dans une expérience classique en protéomique bottom-up, les protéines sont d’abord 
extraites d’un échantillon biologique par lyse cellulaire (Figure 10). Les échantillons utilisés 
peuvent provenir de sources variées, par exemple, de cellules primaires, de cellules 
secondaires ou de tissus. Différentes techniques permettent de lyser les cellules, comme la lyse 
osmotique ou la lyse mécanique. Il est également possible de séparer les différents 
compartiments cellulaires et d’en extraire les protéines de façon spécifique. 
1.15.3 Séparation et purification des protéines 
Une fois les protéines extraites, il est possible de les séparer. Une méthode souvent 
utilisée est le SDS-PAGE, dans laquelle les protéines sont séparées en fonction de leur poids 
moléculaire (114). De plus, il est possible de purifier un certain type de protéines, par 
exemple, si des étiquettes y sont ajoutées.  
1.15.4 Digestion des protéines 
Il est ensuite nécessaire de digérer les protéines en peptides à l’aide d’enzymes. La 
trypsine est l’endoprotéase la plus utilisée à cette fin. La trypsine provient du suc pancréatique 
des animaux et est impliquée dans la digestion des aliments. Elle hydrolyse les liens 
peptidiques du côté C-terminal après les résidus lysine et arginine. Elle est fort utile en 
protéomique basée sur la spectrométrie de masse puisqu’elle génère des peptides d’une taille 
optimale pour leur identification. En effet, en raison de la répartition des lysines et des 
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arginines dans le protéome de plusieurs espèces, la trypsine génère des peptides d’une 
quinzaine d’acides aminés en moyenne. Les peptides d’une telle longueur sont généralement 
uniques à une seule protéine sans pour autant générer des spectres trop complexes (115). De 
plus, puisqu’elle clive après les résidus lysine et les arginine, tous les peptides issus de la 
digestion trypsique contiennent au minimum un acide aminé chargé, ce qui facilite leur 
ionisation et leur fragmentation.  
1.15.5 Séparation et purification des peptides 
Suite à l’obtention des peptides par digestion des protéines, plusieurs étapes de 
purification ou de séparation peuvent être réalisées. Ainsi, les purifications peuvent permettre 
l’analyse d’un type de protéines d’intérêt. Les immunopurifications s’avèrent ici très utiles. 
Les séparations, souvent désignées par le terme fractionnement, permettent, quant à elles, 
d’augmenter la couverture de séquence des protéines à analyser. En effet, moins il y a de 
peptides qui entrent dans le spectromètre de masse au même moment, plus les chances 
augmentent d’identifier les peptides se trouvant dans l’échantillon, même ceux retrouvés en 
faible abondance. Fractionner les échantillons peut, ainsi, s’avérer utile avant l’injection des 
peptides dans l’appareil. Différents types de chromatographie peuvent servir de 
fractionnement telle la chromatographie échangeuse d’ions qui est fréquemment utilisée (116). 
Les étapes de purification et de séparation sont toutefois théoriquement facultatives et il est 
possible d’analyser directement les peptides extraits de l’échantillon biologique par 
spectrométrie de masse. 
1.15.6 Injection des peptides en spectrométrie de masse 
1.15.6.1 La chromatographie liquide 
La dernière étape d’une expérience classique en protéomique bottom-up est l’injection 
des peptides dans le spectromètre de masse. Un système de chromatographie liquide couplée à 
la spectrométrie de masse en tandem est généralement utilisé (LC-MS/MS) (117). Cette 
approche, qui utilise la chromatographie liquide pour analyser un mélange de protéines, est 
connue sous le nom de protéomique shotgun (113). Les peptides sont ainsi séparés avant leur 
entrée dans le système MS/MS, ce qui augmente, une fois de plus, la couverture de séquence 
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protéique. La plupart du temps, une chromatographie en phase inverse est privilégiée et les 
peptides sont donc séparés en fonction de leur hydrophobicité. Les peptides sont ensuite 
injectés dans le spectromètre de masse. L’appareil est constitué de trois composantes 
distinctes, soit la source d’ionisation, l’analyseur et le détecteur.  
1.15.6.2 La source d’ionisation 
Les molécules analysées en spectrométrie de masse doivent respecter deux conditions. 
Elles doivent être chargées, donc sous forme d’ions, et doivent être à l’état gazeux. Différentes 
techniques permettent l’ionisation des molécules et leur passage à la phase gazeuse, par 
exemple, la nébulisation électrostatique (ESI) et la désorption/ionisation au laser assistée par 
matrice (MALDI) (118). La nébulisation électrostatique est généralement utilisée en 
protéomique shotgun en raison de sa compatibilité avec la chromatographie liquide et se décrit 
par l’application d’un voltage de haute intensité entre l’émetteur qui suit la colonne 
chromatographique et l’entrée du spectromètre de masse. La solution traversant ce champ 
électrostatique et qui contient les peptides va d’abord former des gouttelettes pour ensuite 
diminuer de volume avec le temps en raison de l’évaporation du solvant. Les peptides, sous 
forme d’ions, sont expulsés hors des gouttelettes lorsque celles-ci atteignent la limite de 
Rayleigh (119).  
1.15.6.3 L’analyseur de masse et le détecteur 
Une fois dans le spectromètre de masse, le ratio m/z des ions est mesuré par 
l’analyseur, le constituant principal du spectromètre de masse. Différents analyseurs de masse 
permettent de mesurer ce ratio tels que le temps de vol, les quadripôles et l’orbitrap. 
L’orbitrap, généralement utilisé en protéomique, agit à la fois comme analyseur de masse et 
comme détecteur. Il est constitué d’une électrode externe cylindrique dans laquelle se trouve 
une électrode en forme de fuseau. Les ions adoptent un mouvement de rotation autour de 
l’électrode interne en plus d’un mouvement axial le long de cette même électrode. Le 
mouvement axial dépend du rapport m/z et induit un courant électrique qui est enregistré et 
converti en un signal par un calcul de transformée de Fourier (118, 120). La quantification des 
protéines se fait au niveau MS en fonction de l’intensité des ions. Ensuite, les peptides sont 
sélectionnés, puis fragmentés et l’identification des protéines se fait au niveau MS/MS. 
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Différentes méthodes peuvent servir à fragmenter les peptides, par exemple, la dissociation par 
transfert d’électrons (ETD), la dissociation induite par collision (CID) et la dissociation par 
collision à haute énergie (HCD) (121).  
1.15.6.4 L’analyse des données 
Les spectres de masse des fragments de peptides obtenus expérimentalement sont 
comparés aux spectres de masse théoriques issus d’une banque de données. Ainsi, un logiciel 
de recherche effectue la digestion in silico des protéines de la base de données choisie, par 
exemple, le protéome humain, et génère les spectres correspondants avant de les comparer aux 
spectres expérimentaux (122). Le logiciel attribue également un score à chacun des spectres 
obtenus expérimentalement en fonction de leur similarité avec les spectres obtenus in silico. 
Afin de réduire le nombre d’identifications incorrectes, il est possible de faire appel à une base 
de données, appelée target-decoy, qui contient la liste de toutes les protéines du protéome à 
laquelle sont ajoutées les séquences inverses de celles-ci (123). Si des séquences 
correspondent aux séquences inverses ajoutées ainsi à l’espace de recherche, elles seront 
désignées comme incorrectes. Cette stratégie permet de définir la proportion de faux positifs 
en déterminant le nombre de résultats incorrects dans un jeu de données final. 
1.15.6.5 Méthodes de marquage pour la quantification 
La quantification des protéines peut se faire de diverses façons telles que sans 
marquage, par marquage chimique ou par marquage métabolique. Dans une méthode sans 
marquage, la quantification s’appuie sur la mesure de l’intensité des pics chromatographiques 
des différents ions et en marquage chimique, les protéines sont marquées, après leur 
extraction, par l’ajout d’étiquettes chimiques (124). Dans la méthode de marquage 
métabolique la plus commune, appelée SILAC (stable isotope labeling with amino acids in 
cell culture), les protéines sont marquées par incorporation métabolique en culture cellulaire 
d’acides aminés, généralement les résidus lysine et arginine, contenant des isotopes stables 
(125). Ces deux dernières méthodes sont plus précises et permettent la quantification relative 





Figure 10. Représentation d’une expérience classique en protéomique. Les protéines 
sont extraites de l’échantillon biologique, par exemple, de cellules en culture. Les 
protéines sont digérées en peptides, puis ceux-ci sont injectés dans le système de LC-
MS/MS avant l’analyse bioinformatique des données. Des étapes de purification et de 
séparation peuvent s’ajouter à ces étapes génériques. Figure adaptée de Meissner et 
Mann, 2014 (126).  
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2. Élaboration du projet de recherche 
2.1 Problématique 
Ce projet de recherche s’articule autour de la façon dont les protéines sont régulées en 
SUMOylation, en phosphorylation et en ubiquitination en réponse à l’ATO et aux rôles 
associés à ces modifications post-traductionnelles dans le cadre du traitement de la LAP. 
Malgré le fait que l’ATO soit reconnu comme étant efficace dans le traitement de la maladie, 
le mécanisme d’action de l’agent thérapeutique n’est pas complètement élucidé. Il est connu 
que le mécanisme implique la SUMOylation, mais, à l’exception de la protéine PML identifiée 
comme étant SUMOylée, peu de choses sont actuellement connues sur les protéines modifiées 
par SUMO et les rôles associés à cette modification, dans le contexte du traitement. Le projet 
s’intéresse également aux relations qui unissent différentes modifications post-
traductionnelles. Qu’y a-t-il au-delà de PML? Y a-t-il d’autres protéines qui sont régulées dans 
leurs modifications post-traductionnelles et qui occupent un rôle dans la guérison? Le projet 
pourrait permettre de mieux comprendre comment la guérison de la LAP peut être induite par 
SUMOylation. Une meilleure compréhension de ce mécanisme pourrait permettre 
l’amélioration du traitement et son application pour traiter d’autres cancers. 
 
2.2 Hypothèse de travail 
La plupart des protéines ne devraient pas montrer de changements dans leurs 
modifications post-traductionnelles suite à un traitement à l’ATO. Cependant, certaines 
protéines pourraient être régulées par SUMOylation, phosphorylation ou ubiquitination. La 
SUMOylation de PML sur trois de ses lysines, telle que documentée dans la littérature, 
devrait, entre autres, augmenter en réponse à l’ATO. Quelques autres protéines pourraient 
montrer une régulation importante dans leur modification, et des rôles biologiques pourraient 
être associés à cette régulation. Ainsi, les protéines présentant des changements dans leurs 
modifications post-traductionnelles pourraient être impliquées dans l’apoptose des cellules 
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leucémiques ou encore dans la dégradation de PML/RARα conduisant à la différenciation de 
ces cellules en cellules sanguines matures. 
 
2.3 Objectifs 
2.3.1 Objectif général 
• Étudier la régulation de la SUMOylation et d'autres modifications post-traductionnelles 
en réponse à l’ATO afin de mieux comprendre le mécanisme moléculaire par lequel 
cet agent thérapeutique exerce son action dans le cadre du traitement de la LAP et 
souligner l’importance de la SUMOylation dans ce mécanisme 
 
2.3.2 Objectifs spécifiques 
• Quantifier les changements en SUMOylation, en phosphorylation et en ubiquitination 
en réponse à deux concentrations différentes d’ATO 
• Investiguer le rôle potentiel associé à la modification d’une protéine d’intérêt 






3. Matériel et méthodes 
3.1 Culture cellulaire 
Des cellules exprimant de manière stable un mutant de SUMO3 ont été obtenues en 
transfectant des cellules HEK293 avec le gène 6xHis-SUMO-3-Q87R-Q88N contenu dans un 
vecteur d’expression (pcDNA3) et en faisant la sélection à la néomycine (0,5 mg/mL) (30, 
127). Les cellules ont été cultivées dans du DMEM supplémenté avec 10% de FBS, 1% de L-
Glutamine, 1% de pénicilline/streptomycine et 750 µg/mL de généticine à 37°C dans une 
atmosphère à 5% de CO2. Pour les immunobuvardages, les cellules étaient soit non traitées, 
soit traitées à l'ATO aux concentrations et pour les temps indiqués. Les cellules ont été lysées 
dans un tampon composé d’urée 8 M et de Tris-HCl 20 mM à pH 8,0 et 20 µg de chaque 
échantillon ont été déposés sur un gel SDS-PAGE avec gradient de 4 à 12%. Pour l’expérience 
de spectrométrie de masse à grande échelle, les cellules ont été cultivées dans du DMEM 
contenant des formes isotopiques légères (0Lys, 0Arg), moyennes (4Lys, 6Arg) ou lourdes 
(8Lys, 10Arg) de résidus lysine et arginine pendant au moins 6 passages pour assurer un 
marquage des protéines complet. Pour chaque condition, 2 flasques à 3 étages ont été 
cultivées. Les cellules étaient soit non traitées, soit traitées avec 1 µM d'ATO ou 10 µM 
d'ATO pendant 4h. Pour la purification d’affinité au NiNTA réalisée sur les cellules traitées à 
l’ATO, les cellules ont été traitées avec 10 µM d’ATO pour les temps indiqués. Pour l’essai 
caspase, les cellules ont été traitées avec 10 µM de MG132 (inhibiteur du protéasome) pendant 
18h.  
 
3.2 Expérience de spectrométrie de masse à grande échelle 
3.2.1 Récolte et lyse des cellules 
Les cellules ont été retirées des récipients de culture par pipetage. Les cellules ont été 
centrifugées à 215 g pendant 3 minutes, suivies de 2 lavages du culot avec du PBS. Les 
cellules ont été lysées dans un tampon d'incubation dénaturant (guanidinium 6 M, NaH2PO4 
100 mM, Tris-HCl 10 mM, 2-chloroacétamide 20 mM, 2-mercaptoéthanol 5 mM, pH 8,0), 
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puis soniquées. La concentration en protéines a été déterminée par la méthode de Bradford. 
Pour chacun des réplicats, 10 mg de protéines de chaque condition ont été combinés. 
3.2.2 Purification d’affinité au NiNTA 
Les purifications d’affinité au NiNTA sont effectuées selon une méthode développée 
dans notre laboratoire (127). Pour chacun des réplicats, un total de 30 mg de protéines a été 
incubé avec 600 µL de billes d’agarose NiNTA pendant 16h à 4°C sous rotation. Le 
surnageant a été conservé pour la purification des peptides phosphorylés. Les billes ont été 
lavées 1 fois avec 10 mL de tampon d'incubation dénaturant, 4 fois avec 10 mL de tampon de 
lavage dénaturant (urée 8M, NaH2PO4 100 mM, Tris-HCl 10 mM, 2-chloroacétamide 20 mM, 
2-mercaptoéthanol 5 mM, 20 mM imidazole, pH 6,3), puis 1 fois avec 5 mL d’eau froide. Les 
billes ont été remises en suspension dans 3 mL de bicarbonate d'ammonium 100 mM. La 
concentration en protéines a été déterminée par la méthode de Bradford. La digestion des 
protéines sur les billes a été réalisée en ajoutant de la trypsine à un ratio de 1:20 (poids/poids) 
(trypsine:protéines) et en incubant les billes et la trypsine pendant 16h à 37°C sous rotation. 
Les peptides résultants ont été acidifiés par addition d’acide triofluoroacétique (TFA) à une 
concentration finale de 1%. Les peptides ont été dessalés sur des cartouches à phase inverse 
selon les instructions du fabricant avant d'être séchés dans un SpeedVac. 
3.2.3 Préparation de billes couplées à l’anticorps anti-K(GG) 
Le contenu d’un flacon commercial de billes d'agarose sur lesquelles l'anticorps anti-
K(GG) se trouve a été lavé 3 fois avec 1 mL de triéthanolamine 200 mM à pH 8,3. Pour le 
couplage, 1 mL de DMP 20 mM dans du triéthanolamine 200 mM à pH 8,3 a été ajouté et 
l'échantillon a été incubé pendant 1h à température ambiante sous rotation. La réaction a été 
arrêtée en ajoutant 50 uL de Tris-HCl 1 M à pH 7,5 et en incubant l’échantillon pendant 30 
minutes sous rotation. Les billes couplées à l’anticorps ont été lavées 3 fois avec du PBS 
glacé, remises en suspension dans 300 µL de PBS, puis conservées à -20°C. 
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3.2.4 Préparation de billes couplées à l’anticorps anti-K(NQTGG) 
336 µg d'anticorps anti-K(NQTGG) ont été incubés avec 168 µL de billes magnétiques 
PureProteome Protein A/G (2 µg d'anticorps pour chaque µl de billes) dans du PBS pendant 
1h à 4°C sous rotation. Les billes saturées ont été lavées 2 fois avec 1 mL de triéthanolamine 
200 mM à pH 8,3. Pour le couplage, 1,68 mL de DMP 5 mM dans du triéthanolamine 200 mM 
à pH 8,3 a été ajouté et l'échantillon a été incubé pendant 1h à température ambiante sous 
rotation. La réaction a été arrêtée en ajoutant 84 µL de Tris-HCl 1 M à pH 7,5 et en incubant 
l’échantillon pendant 30 minutes sous rotation. Les billes couplées à l’anticorps ont été lavées 
3 fois avec du PBS glacé, remises en suspension dans 600 µL de PBS contenant 50% de 
glycérol, puis conservées à -20°C. 
3.2.5 Immunopurification des peptides SUMOylés et ubiquitylés 
3.2.5.1 Peptides ubiquitylés 
Pour l’immunopurification des peptides ubiquitylés, les peptides séchés ont été 
reconstitués dans 1 mL de PBS et incubés avec 100 µL de billes d'agarose couplées à 
l'anticorps anti-K(GG) dans du PBS pendant 2h à 4°C sous rotation. Le surnageant a été 
conservé pour l'immunopurification des peptides SUMOylés. Les billes couplées à l'anticorps 
anti-K(GG) ont été lavées 2 fois avec 1 mL de tampon de purification (MOPS/NaOH 50 mM, 
Na2HP04 10 mM, NaCl 50 mM, pH 7,2) et 3 fois avec 1 mL d'eau glacée. Les peptides 
ubiquitylés ont été élués 2 fois avec 55 µL d’acide formique à 0,2% et filtrés à travers un tube 
avec des pores de 0,45 µm de diamètre. Les peptides élués ont été séchés dans un SpeedVac et 
conservés à -80°C pour leur analyse par spectrométrie de masse. 
3.2.5.2 Peptides SUMOylés 
Pour l'immunopurification des peptides SUMOylés, les surnageants de 
l’immunopurification des peptides ubiquitylés ont été incubés avec les billes magnétiques 
couplées à l’anticorps anti-K(NQTGG) à un ratio de 1:2 (poids/poids) (anticorps:peptides) 
pendant 1h à 4°C sous rotation. Les billes couplées à l'anticorps anti-K(NQTGG) ont été 
lavées 3 fois avec 1 mL de PBS, 2 fois avec 1 mL de PBS 0,1X et 1 fois avec de l'eau glacée. 
Les peptides SUMOylés ont été élués 3 fois avec 200 µl d’acide formique à 0,2% et filtrés à 
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travers un tube avec des pores de 0,45 µm de diamètre. Les peptides élués ont été séchés dans 
SpeedVac et conservés à -80°C. 
3.2.6 Fractionnement des peptides SUMOylés 
Les colonnes chromatographiques SCX (strong cation exchange) ont été préparées en 
plaçant 3 disques de membrane SCX dans des embouts de pipette de 200 µL. Les peptides ont 
été reconstitués dans de l'eau contenant 1% de TFA et chargés sur les colonnes SCX 
conditionnées. Les peptides ont été élués avec 125, 175, 250, 350, 750 et 1500 mM d'acétate 
d'ammonium dans 20% d'acétonitrile et 0,2% d'acide formique afin d’obtenir 6 fractions. Les 
peptides ont été séchés dans un SpeedVac et conservés à -80°C pour leur analyse par 
spectrométrie de masse. 
3.2.7 Purification des peptides phosphorylés 
La précipitation des protéines a été réalisée en incubant 20 mL des surnageant de la 
purification d’affinité au NiNTA dans 5 mL d'acide trichloroacétique pendant 16h à 4°C sous 
rotation. Les culots ont été lavés 3 fois avec 2 mL d'acétone et remis en suspension dans une 
solution composée de guanidinium 6 M, Tris-HCl 10 mM, NaH2PO4 100 mM à pH 8,0. La 
concentration en protéines a été déterminée par la méthode de Bradford. La réduction et 
l’alkylation des protéines a été effectuée en ajoutant du 2-chloroacétamide à une concentration 
finale de 20 mM et du 2-mercaptoéthanol à une concentration finale de 5 mM. Les 
échantillons ont été dilués 8 fois avec une solution composée de bicarbonate d'ammonium 50 
mM. La digestion a été réalisée en ajoutant de la trypsine à un ratio de 1:20 (poids/poids) 
(trypsine:protéines) et en incubant les protéines et la trypsine pendant 16h à 37°C sous 
rotation. Les échantillons ont été dessalés sur des cartouches à phase inverse selon les 
instructions du fabricant avant d’être séchés dans un SpeedVac. Les échantillons ont été 
reconstitués dans 300 µL d’une solution composée d’acide lactique 250 mM, de TFA 3% et 
d’acétonitrile 70%. Les échantillons ont été déposés sur des microcolonnes commerciales de 
TiO2 (3 par réplicat, soit 9 au total) préalablement conditionnées avec 100 µL d’une solution 
de TFA 3% et d’acétonitrile 70%. Les microcolonnes de TiO2 ont été lavées 1 fois avec 100 
µL d’une solution composée d'acide lactique 250 mM, de TFA 3% et d'acétonitrile 70% et 1 
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fois avec 200 µL d'une solution de TFA 3% et d'acétonitrile 70%. Les peptides ont été élués 
avec 200 µL de NH4OH 1% à pH 10,5 et à nouveau avec 100 µL supplémentaires avant d'être 
séchés dans un SpeedVac et stockés à -80°C pour leur analyse par spectrométrie de masse. 
3.2.8 Analyse par spectrométrie de masse 
Les peptides ont été reconstitués dans de l'eau contenant 0,2% d'acide formique, puis 
analysés par LC-MS/MS en utilisant un spectromètre de masse Q-Exactive (Thermo Fisher 
Scientific). Les échantillons ont été séparés sur une colonne analytique de C18 de 150 µm de 
diamètre interne et de 20 cm de longueur. La séparation a été effectuée en 120 minutes à un 
débit de 600 nL/min avec un gradient linéaire allant de 5 à 30 % d'acétonitrile avec 0,2% 
d'acide formique. Les spectres MS ont été acquis dans la gamme m/z 350-1200 à une 
résolution de 120 000. Le temps d'injection maximal était de 50 ms. Les spectres MS/MS ont 
été acquis en mode HCD avec une énergie de collision normalisée de 25 et une résolution de 
30 000. Le temps d'injection maximal était de 1000 ms. Le seuil pour déclencher l’acquisition 
des spectres MS/MS a été fixé à 4E3. 
3.2.9 Traitement des données 
L'identification des peptides a été réalisée à l'aide de la version 1.5.5.1 du logiciel 
MaxQuant. La base de données Uniprot publiée le 10 mars 2015 a été utilisée. Le nombre 
maximal de sites de clivage manqués pour la trypsine a été fixé à 2. La carbamydométhylation 
a été définie comme une modification fixe. L'acétylation à l’extrémité N-terminale, la 
phosphorylation, l'oxydation, la désamination, l’ubiquitination et la SUMOylation ont été 
définies comme modifications variables. Le taux de faux positifs a été défini à ≤ 1% en 
utilisant une base de données target-decoy. Les sites de SUMOylation, de phosphorylation et 
d'ubiquitination avec une probabilité de localisation supérieure à 0,75 ont été retenus. Seuls les 
sites identifiés dans les 3 réplicats biologiques ont été retenus. Les sites avec un 





3.3 Purification d’affinité au NiNTA 
3.3.1 Cellules utilisées pour réaliser l’essai caspase 
Les cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS glacé, lysées dans un tampon de lyse 
dénaturant (urée 8 M, NaH2PO4 50 mM, Tris-HCl 50 mM, NaCl 500 mM, imidazole 20 mM à 
pH 8,0) puis soniquées. Un total de 5 mg de protéine a été incubé avec 100 µl de billes de 
NiNTA pendant 16h à 4°C sous rotation. Les billes ont été lavées 5 fois avec 1 mL de tampon 
de lyse dénaturant. Les billes ont été incubées 3 fois avec 200 µL de tampon d'élution 
dénaturant (urée 8 M, NaH2PO4 50 mM, Tris-HCl 50 mM, NaCl 500 mM, 2-chloroacétamide 
20 mM, TCEP 1 mM, imidazole 500 mM à pH 8,0) pendant 15 minutes pour éluer les 
protéines. Les échantillons ont été concentrés à 100 µl avec un filtre à centrifuger (30 kDa), 
puis dilués à 1 mL dans un tampon natif (Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, Triton à 1% à pH 
8,0). 
3.4.2 Cellules traitées à l’ATO 
Les cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS glacé, lysées dans un tampon de lyse 
dénaturant (urée 8 M, NaH2PO4 50 mM, Tris-HCl 50 mM, NaCl 500 mM, imidazole 20 mM, 
pH 8), puis soniquées. La concentration en protéines a été déterminée par la méthode de 
Bradford. Pour chaque condition, un total de 3 mg de protéines a été incubé avec 60 µL de 
billes de NiNTA pendant 16h à 4°C sous rotation. Les billes ont été lavées 5 fois avec 1 mL de 
tampon de lyse dénaturant. Les billes ont été incubées 3 fois avec 200 µL de tampon d'élution 
dénaturant (urée 8 M, NaH2PO4 50 mM, Tris-HCl 50 mM, NaCl 500 mM, 2-chloroacétamide 
20 mM, TCEP 1 mM, imidazole 500 mM, pH 8) pendant 15 minutes pour éluer les protéines. 
 
3.6 Essai caspase 
3.6.1 Optimisation des conditions de l’essai cassât 
La caspase-3 a été incubée dans un tampon recommandé par le fournisseur (50mM 
HEPES, NaCl 50 mM, CHAPS 0,1%, EDTA 10 mM, glycérol 5% à pH 7,2) avec du DTT 10 
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mM (tampon caspase) pendant 15 minutes à 37°C, puis ajoutée aux solutions indiquées dans 
une plaque à 96 puits. Les solutions de Triton contiennent du Tris-HCl (25 mM), du NaCl 
(150 mM) et du Triton aux concentrations indiquées (pH 8,0). Les solutions de CHAPS 
contiennent du Tris-HCl (25 mM), du NaCl (150 mM) et du CHAPS aux concentrations 
indiquées (pH 8,0). Les solutions d’urée contiennent du Tris-HCl (25 mM), du NaCl (150 
mM), du Triton (1%) et de l’urée aux concentrations indiquées (pH 8,0). Un substrat 
synthétique de la caspase-3 (Ac-DEVD-pNA) était également ajouté aux solutions. Ce 
substrat, dont la séquence est basée sur le site de clivage de PARP1 par la caspase-3, colore la 
solution une fois clivé. Les plaques ont été incubées pendant 2h à 37°C. L’absorbance a été 
mesurée à 405 nm et correspond à l’activité enzymatique de la caspase-3. 
3.6.2 Essai caspase sur les protéines SUMOylées 
Les enzymes (SENP1, SENP2 et capase-3) ont été incubées avec du DTT 10 mM 
pendant 15 minutes à 37°C. Un échantillon (15 µL) de protéines SUMO purifiées par NiNTA 
a été incubé avec 1 µg de SENP1 et 1 µg de SENP2 pendant 1h à 37°C. L'échantillon a été 
supplémenté avec du 2-chloroacétamide à une concentration finale de 20 mM et incubé 30 
minutes à 37°C afin d’inactiver les protéines SENPs. L'échantillon a ensuite été supplémenté 
avec du DTT jusqu'à une concentration finale de 40 mM et incubé pendant 30 minutes à 37°C 
afin de neutraliser le 2-chloroacétamide n'ayant pas réagi avec les protéines. Les échantillons 
ont été incubés avec 0,5 U de caspase-3 pendant 1h à 37°C. La réaction a été arrêtée par 
l’addition d'un volume égal de LAEMMLI 2X et l'échantillon a été conservé à -20°C avant 
l'analyse par immunobuvardage. Un autre échantillon (15 µL) de protéines SUMO purifiées 
par NiNTA a été incubé avec 0,5 U de caspase-3 pendant 1h à 37°C. L'échantillon a été incubé 
pendant 10 minutes à 100°C avant l’addition de 2-chloroacétamide à une concentration finale 
de 20 mM et une incubation de 30 minutes à 37°C afin d’inactiver la caspase-3. Ensuite, 
l'échantillon a été supplémenté avec du DTT jusqu'à une concentration finale de 40 mM et 
incubé pendant 30 minutes à 37°C. L'échantillon a été incubé avec 1 µg de SENP1 et 1 µg de 
SENP2 pendant 1h à 37°C. La réaction a été arrêtée par l’addition d'un volume égal de 





Les échantillons ont été bouillis dans du tampon LAEMMLI pendant 10 minutes et les 
protéines ont été séparées par SDS-PAGE avec gradient de 4 à 12% avant d'être transférées 
sur des membranes de nitrocellulose. Le blocage a été effectué en incubant les membranes 
avec du lait en poudre écrémé à 5% dans du TBST pendant 1h à température ambiante. Les 
membranes ont été lavées 3 fois avec du TBST pendant 10 minutes et incubées avec des 
anticorps primaires pendant 16h à 4°C. Les membranes ont été lavées 3 fois avec du TBST 
pendant 10 minutes et incubées avec un anticorps secondaire couplé à la HRP pendant 2h à 





4.1 Optimisation des conditions pour le traitement des cellules 
Afin de mesurer les changements de SUMOylation, de phosphorylation et 
d’ubiquitination en réponse à l’ATO, nous avons utilisé une méthode de protéomique 
quantitative qui permet l’enrichissement des différents peptides modifiés à partir d’un seul 
échantillon biologique. Avant de réaliser cette expérience, nous avons d’abord déterminé les 
conditions optimales pour le traitement des cellules à l’ATO. Pour ce faire, nous avons traité 
un groupe de cellules HEK293 mutantes pour SUMO3 avec 1 µM d’ATO pour différentes 
durées et nous avons traité un autre groupe de cellules avec différentes concentrations d’ATO 
pour une durée de quatre heures. Nous avons ensuite fait l’analyse des lysats cellulaires par 
immunobuvardage à l’aide d’anticorps dirigés contre PML et SUMO-2/3. Ainsi, nous avons 
pu observer une augmentation puis une diminution de la SUMOylation de PML et de la 
SUMOylation globale en réponse à l’ATO en fonction du temps (Figures 11A et 11B). Nous 
avons également pu observer une augmentation de la SUMOylation globale avec 









Figure 11. Détermination des conditions optimales pour l’expérience de 
spectrométrie de masse à grande échelle. (A) Immunobuvardage avec les anticorps 
contre PML et l’histone H3 d’un extrait cellulaire total de cellules HEK293 mutantes 
pour SUMO3 traitées avec 1 µM d'ATO pendant les durées indiquées. (B) 
Immunobuvardage avec l’anticorps contre SUMO-2/3 d’un extrait cellulaire total de 
cellules HEK293 mutantes pour SUMO3 traitées avec 1 µM d'ATO pendant les durées 
indiquées. (C) Immunobuvardage avec un anticorps contre SUMO-2/3 de l'extrait 
cellulaire total de cellules HEK293 mutantes pour SUMO3 traitées avec l'ATO pendant 
4h aux concentrations indiquées. 
 
4.2 Aperçu de l’expérience de spectrométrie de masse 
À la lumière de ces résultats, nous avons choisi de réaliser notre expérience à grande 
échelle en comparant 1 µM et 10 µM d’ATO pour un temps de traitement de quatre heures 
(Figure 12). Des cellules HEK293 exprimant de manière stable le mutant de SUMO3 (6xHis-
SUMO3-Q87R/Q88N) ont été cultivées dans des milieux light, medium et heavy contenant des 
résidus lysine et arginine marqués avec des isotopes stables. Le milieu medium contient de la 
lysine D4 et de l’arginine 13C6 et le milieu heavy contient de la lysine 13C615N2 et de l’arginine 
13C615N4. Les cellules ont été non traitées, traitées avec 1 µM d'ATO ou traitées avec 10 µM 
d'ATO. L’expérience a été réalisée pour trois réplicats biologiques. Après la culture et le 
traitement des cellules, les protéines des différentes conditions ont été extraites et combinées 
dans un rapport 1:1:1. Les protéines SUMOylées ont été enrichies sur une colonne de NiNTA 
avant la digestion à la trypsine, laissant sur les peptides SUMOylés un résidu de cinq acides 
aminés (NQTGG) et sur les peptides ubiquitylés un résidu de deux acides aminés (GG). 
L’immunopurification des peptides ubiquitylés a été effectuée après la purification d’affinité 
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au NiNTA avec un anticorps disponible commercialement capable de reconnaître le résidu 
GG. Le surnageant de cette première immunopurification a été utilisé pour enrichir les 
peptides SUMOylés avec un anticorps personnalisé, développé dans notre laboratoire (30), 
reconnaissant le résidu NQTGG. Les peptides phosphorylés ont été enrichis à partir du 
surnageant de la purification d’affinité au NiNTA après la digestion par la trypsine en utilisant 
une colonne de TiO2. Les échantillons SUMOylés ont été fractionnés par chromatographie 
échangeuse de cations avant l'injection de tous les peptides en LC-MS/MS et l'analyse des 
données (Figure 12). 
 
 
Figure 12. Aperçu de la stratégie utilisée pour enrichir et analyser les peptides 
SUMOylés, phosphorylés et ubiquitylés. Les peptides issus de la digestion des 
protéines SUMOylées après la purification d’affinité au NiNTA ont été soumis à une 
première immunopurification en utilisant l'anticorps anti-K-(GG) afin de purifier les 
peptides ubiquitylés. Le surnageant de cet enrichissement a été soumis à une deuxième 
immunopurification en utilisant l'anticorps anti-K-(NQTGG) afin du purifier les peptides 
SUMOylés. Les peptides phosphorylés ont été purifiés à partir du surnageant de la 
purification d’affinité au NiNTA en utilisant des colonnes de TiO2. Les échantillons 
SUMOylés ont été fractionnés en utilisant des colonnes SCX. L’ensemble des éluats 




4.3 Sites et protéines identifiées par spectrométrie de masse 
À l’aide de la stratégie utilisée, nous avons pu identifier, en réponse à 1 µM d’ATO, 
909 sites SUMOylés sur 494 protéines, 3078 sites phosphorylés sur 1389 protéines et 93 sites 
ubiquitylés sur 45 protéines (Figure 13). En réponse à 10 µM d’ATO, nous avons pu identifier 
922 sites SUMOylés sur 500 protéines, 3074 sites phosphorylés sur 1385 protéines et 94 sites 
ubiquitylés sur 47 protéines (Figure 13). Le chevauchement entre les différents réplicats varie 
entre 37 et 65 %. 
 
 
Figure 13. Nombre de protéines et de sites identifiés dans chacun des trois réplicats 
biologiques en réponse à 1 uM et 10 uM d’ATO. Le premier réplicat biologique est 
représenté en bleu, le deuxième en vert et le troisième en violet. 
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4.4 Analyse quantitative 
Parmi tous les sites identifiés, nous avons sélectionné ceux présents dans les trois 
réplicats biologiques. Ainsi, nous avons identifié, au total, 525 sites SUMOylés sur 314 
protéines (Figures 14A et 14D), 1135 sites phosphorylés sur 630 protéines (Figures 14B et 
14E) et 40 sites ubiquitylés sur 21 protéines (Figures 14C et 14F), présents dans les trois 
réplicats biologiques, en réponse à 1 µM et 10 µM d’ATO. Nous avons ensuite sélectionné, 
comme étant régulés de manière significative, les sites avec un changement d'expression 
diminué d'au moins 2 fois (log2FC < -1) ou augmenté d'au moins 2 fois (log2FC > 1) lorsque 
comparé au contrôle et dont la p-value est inférieure à 0,05 (p-value < 0,05). Ainsi, 80 sites de 
SUMOylation sont régulés à la hausse et 47 sites sont régulés à la baisse, 24 sites de 
phosphorylation sont régulés à la hausse et 35 sites sont régulés à la baisse et 17 sites 
d’ubiquitination sont régulés à la hausse et 7 sites sont régulés à la baisse. Comme attendu, 
davantage de sites sont régulés en réponse à 10 µM d'ATO par rapport à 1 µM d'ATO. Nous 
avons également observé que tous les sites SUMOylés régulés en réponse à la faible dose le 
sont également en réponse à la forte dose. Quatre sites de SUMOylation ont été identifiés 
comme étant significativement régulés sur PML, soit K380, K394, K490 et K497. Ces sites 
font, d’ailleurs, partie des sites présentant les changements de SUMOylation les plus 
importants et la SUMOylation de K490 est essentielle au recrutement de partenaires 
protéiques au sein des corps nucléaires PML (128, 129). De plus, la régulation de certaines 
protéines reflète les changements d’activité d’enzymes rapportées comme étant régulées en 
réponse à l’ATO. Ainsi, des sites de phosphorylation ont été identifiés sur ACIN1 et CDK2, 
deux substrats de la kinase Akt, dont l’inactivation par l’ATO est rapportée dans la littérature 
(87, 130-132). Les sites identifiés montrent une diminution, mais ne sont toutefois pas 
significativement régulés. La liste des tous les sites régulés de façon significative se trouve en 








Figure 14. Analyse quantitative de la régulation de la SUMOylation, de la 
phosphorylation et de l'ubiquitination en réponse à l'ATO. Volcano plots montrant 
les changements dans l'abondance des peptides SUMOylés, phosphorylés et ubiquitylés 
après 4h de traitement avec 1 µM ou 10 µM d’ATO. Les points en rouge (régulés 
négativement) et les points en vert (régulés positivement) représentent les sites retrouvés 
dans les trois réplicats biologiques qui sont significativement régulés et qui ont une p-
value < 0,05. 
 
4.5 Réseau d’interactions protéine-protéine 
Afin d’explorer les liens qui unissent les protéines SUMOylées, phosphorylées et 
ubiquitylées que nous avons identifiées dans notre expérience de spectrométrie de masse à 
grande échelle, nous avons effectué une analyse STRING, en utilisant uniquement les 
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protéines avec un site régulé de manière significative (Figure 15). Le réseau résultant montre 
un haut degré d'interconnectivité entre les protéines de notre jeu de données. En effet, 90 des 
148 protéines régulées significativement interagissent avec au moins une autre des protéines 









Figure 15. Les protéines avec un site SUMOylé, phosphorylé ou ubiquitylé régulé 
de manière significative montrent un degré élevé d'interconnectivité. Réseau 
d'interactions protéine-protéine réalisé à l’aide de STRING pour les protéines sur 
lesquelles un site de SUMOylation, de phosphorylation ou d'ubiquitination régulé de 
manière significative a été identifié. Le réseau a été créé avec un score moyen pour la 
confiance des interactions et en utilisant uniquement les preuves expérimentales comme 
source d'interactions. L’aspect visuel du réseau a été travaillé à l’aide de Cytoscape. Les 
protéines non regroupées ou regroupées avec une seule autre protéine ont été exclues. 
Les protéines identifiées comme étant uniquement SUMOylées sont représentées en vert 
clair, uniquement phosphorylées en bleu foncé, uniquement ubiquitylées en bleu clair et 
celles identifiées à la fois comme SUMOylées et ubiquitylées en vert foncé. La taille de 
chaque noeud représente le nombre de partenaires d’interaction. 
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4.6 Poly-SUMOylation et poly-ubiquitination 
En plus d'être fortement liées les unes aux autres, certaines protéines régulées sont à la 
fois SUMOylées et ubiquitylées. La majorité de ces protéines sont en fait les protéines SUMO 
(SUMO1, SUMO2 et SUMO3) et l'ubiquitine (UBA52), mettant en évidence des évènements 
de poly-SUMOylation, de poly-ubiquitination ou de formation de chaînes mixtes de protéines 
SUMO et d'ubiquitine (Figure 16). La poly-ubiquitination pourrait être associée à la 
dégradation des protéines dans les corps nucléaires PML. D’ailleurs, PML elle-même a été 
















Figure 16. Sites de SUMOylation et d’ubiquitination significativement régulés 
identifiés sur SUMO1, SUMO2, SUMO3 et sur l’ubiquitine. Les sites de 
SUMOylation sont représentés par des carrés. Les sites d’ubiquitination sont représentés 
par des cercles. La couleur des carrés et des cercles est représentative de leur 
Log2FC(ATO/Contrôle) selon l’échelle indiquée. Le vert représente une augmentation 
de la régulation et le rose une diminution de la régulation. 
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4.7 Analyse d’ontologie génique 
Afin, encore une fois, d’avoir une meilleure compréhension de la nature des peptides 
SUMOylés, phosphorylés et ubiquitylés identifiés dans le projet, nous avons effectué une 
analyse des termes GO (gene ontology) enrichis à l’aide du logiciel DAVID, en utilisant, ici 
également, uniquement les protéines régulées de manière significative (Figure 17). Plusieurs 
termes enrichis identifiés sont associés à des rôles classiques de la SUMOylation, tels que la 
transcription, la modification de la chromatine et l’épissage. D'autres termes enrichis sont, 
quant à eux, plus spécifiques au traitement à l'ATO et étaient attendus, par exemple, la 
SUMOylation des protéines comme processus biologique et les corps nucléaires PML comme 
compartiment cellulaire. Certains termes intéressants et inattendus semblent également être 
liés au traitement, tels que la réparation de l'ADN. En effet, l'ATO induit un stress oxydatif 
dans les cellules, causant des dommages à l'ADN, expliquant la régulation des protéines 





Figure 17. Les protéines avec un site SUMOylé, phosphorylé ou ubiquitylé 
significativement régulé sont impliquées dans la réparation de l'ADN. Termes GO 
d’une analyse effectuée à l’aide de DAVID comparant les protéines identifiées avec un 
site significativement régulé de SUMOylation, de phosphorylation ou d’ubiquitination 
au protéome humain. Les 10 termes les plus enrichis pour chacune des catégories 
(processus biologique, fonction moléculaire et compartiment cellulaire) sont indiqués. 
 
4.8 Relations entre les modifications post-traductionnelles 
Afin d’explorer les relations qui unissent les protéines identifiées dans notre 
expérience, nous avons voulu savoir si celles-ci étaient modifiées par plus d’une modification 
post-traductionnelle. Nous avons observé que 69 protéines étaient à la fois SUMOylées et 
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phosphorylées, 11 étaient à la fois SUMOylées et ubiquitylées, 2 étaient à la fois 
phosphorylées et ubiquitylées et 2 étaient à la fois SUMOylées, phosphorylées et ubiquitylées 
(Figure 18). 
 
Figure 18. Chevauchement des protéines portant un site de SUMOylation, de 
phosphorylation ou d’ubiquitination. Représentation de l’ensemble des protéines sur 
lesquelles un site de modification a été identifié en réponse à l’ATO. 
 
Nous nous sommes intéressés à SUMO1 et à TRIM28, puisque ce sont les deux 
protéines sur lesquelles nous avons identifié à la fois un site de SUMOylation, un site de 
phosphorylation et un site d’ubiquitination. Les sites identifiés sur les deux protéines sont 
représentés à la figure 19. La SUMOylation et l’ubiquitination de SUMO1 soulignent la 
présence d’évènements de poly-SUMOylation et de formation de chaînes mixtes d’UBLs. De 
plus, notre méthode permet l’identification des lysines SUMOylées par SUMO3, et le fait 
d’avoir identifié de tels sites sur SUMO1 suggère la formation de chaînes poly-SUMO 
composées de différents paralogues SUMO. Cependant, il est rapporté dans la littérature que 
SUMO1 termine habituellement ce type de chaînes. En effet, SUMO1 semble limiter 
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l’élongation des chaînes formées par SUMO2 et SUMO3 et est donc localisé à la fin de celles-
ci (133). La phosphorylation de SUMO1 sur sa sérine à la position 2 est rapportée dans la 
littérature, mais son rôle demeure inconnu, bien qu’elle mette en évidence les divers niveaux 
de complexité qui caractérisent les modifications post-traductionnelles (134). Identifiée pour 
la première fois en 1996, TRIM28 régule l’expression de gènes cibles en interagissant avec de 
nombreux facteurs de transcription (135). La protéine est également impliquée dans la 
réparation des dommages à l’ADN et la régulation de p53, en plus d’être surexprimée dans de 
nombreux cancers (136). De plus, elle a une activité E3 SUMO ligase et peut s’auto-
SUMOyler (137). TRIM28 comprend le même motif RBCC/TRIM que celui retrouvé sur 
PML. Les fonctions associées aux modifications post-traductionnelles de la protéine 
demeurent peu caractérisées. Cependant, une étude a montré que la phosphorylation de 
TRIM28 à un résidu spécifique réprime sa SUMOylation (138). La SUMOylation semblerait 
également augmenter l’activité répressive de TRIM28 par rapport à la transcription de certains 
gènes (136). De plus, le site de phosphorylation que nous avons identifié sur la protéine se 
trouve à proximité d’une lysine que nous avons trouvée SUMOylée, mais les résidus ne font 
pas partie du motif de SUMOylation phospho-dépendant Ψ-K-X-E/D-X-X-pS-P. Les deux 
sites de phosphorylation que nous avons identifiés sur SUMO1 et TRIM28 ne sont pas 
significativement régulés, et ce, probablement en raison du temps de traitement à l’ATO de 
quatre heures. La phosphorylation est, effectivement, un évènement plus rapide que la 
SUMOylation ou l’ubiquitination et un tel temps de traitement est possiblement trop long pour 
voir des changements significatifs en phosphorylation. Nous avons également représenté, à la 
figure 19, les sites de modification identifiés sur PML, puisqu’ils illustrent bien la relation qui 
peut unir la SUMOylation et l’ubiquitination. En réponse à l’ATO, PML est SUMOylée, puis 
les sites de poly-SUMOylation sont reconnus par une E3 ubiquitine ligase, RNF4, qui va 






Figure 19. Relations entre les modifications post-traductionnelles sur quelques 
protéines d’intérêt. Distribution des sites de SUMOylation, de phosphorylation ou 
d’ubiquitination identifiés sur SUMO1, TRIM28 et PML en réponse à l’ATO. 
 
4.9 SUMOylation de PARP1 
Parmi toutes les protéines que nous avons identifiées dans notre expérience de 
protéomique à grande échelle, PARP1 est l'une des protéines sur lesquelles nous avons 
identifié un site de modification significativement régulé et qui est présente dans le réseau de 
protéines hautement connectées, en plus d’être impliquée dans la réparation de l'ADN. Nous 
nous sommes particulièrement intéressés à PARP1, car le traitement à l’ATO induit des 
dommages à l’ADN et cette protéine est impliquée dans la réparation des lésions de l'ADN 
(102, 140). Des études récentes montrent également que l’utilisation d’inhibiteurs de PARP1 
pourrait augmenter l’efficacité de l’ATO dans le traitement de certains types de cancer (106, 
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141). De plus, le clivage protéolytique de PARP1 est une des caractéristiques biochimiques de 
l'apoptose et la protéine est connue pour être clivée en réponse à l'ATO (108-110). Nous avons 
identifié cinq sites de SUMOylation sur PARP1, dont deux sont fortement régulés à la hausse 
(Figure 20A). Ces deux sites, avec les sites identifiés sur PML, sont parmi les sites présentant 
les changements de SUMOylation les plus importants. De plus, l'un de ces deux sites, K203, 
se trouve à proximité du site de clivage par la casapase-3 situé entre les résidus 214 et 215 






Figure 20. SUMOylation de PARP1 en réponse à l’ATO. (A) Log2FC(ATO/Contrôle) 
des 5 sites SUMOylés identifiés sur PARP1 en réponse à 1 µM et 10 µM d’ATO avec 
l’écart type calculé à partir des trois réplicats biologiques. Les deux sites 
significativement régulés sont représentés en vert. (B) Distribution des sites de 
SUMOylation identifiés sur PARP1 en réponse à 1 µM et 10 µM d’ATO. Les sites de 
SUMOylation rapportés dans la littérature sont également présentés (142-144). Le site 
de clivage de la caspase-3 est représenté en violet. (C) Analyse d’alignement des 
séquences de quelques orthologues de PARP1. 
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4.10 Clivage protéolytique de PARP1 en réponse à l’ATO 
Il est rapporté dans la littérature que PARP1 est clivée en réponse à l’ATO, comme 
mentionné précédemment, et nous avons tenté de reproduire ces résultats avec nos cellules 
HEK293 mutantes pour SUMO3 en les traitant à l’ATO. Nous avons choisi de traiter les 
cellules avec 10 µM d’ATO, puisque les sites de SUMOylation identifiés sur PARP1 en 
spectrométrie de masse étaient régulés de façon significative en réponse à cette concentration. 
Après le traitement des cellules, nous avons fait l’analyse du clivage de PARP1 par 
immunobuvardage, à l’aide d’anticorps dirigés contre PARP1 et contre la plus large des deux 
unités qui résultent du clivage de PARP1. Ainsi, nous avons observé que PARP1 était clivée 
suite à un long traitement avec 10 µM d’ATO, soit à partir de 48 heures (Figure 21A). Nous 
avons également réalisé une purification d’affinité au NiNTA pour les temps de traitements de 
quatre et de 48 heures. Le temps de quatre heures correspond à celui utilisé pour l’expérience 
de protéomique à grande échelle, alors que le temps de 48 heures correspond à celui pour 
lequel il a été possible d’observer le clivage de PARP1 par immunobuvardage. Avant 
d’utiliser les anticorps contre PARP1 et PARP1 clivée, nous avons vérifié l’efficacité de la 
purification à l’aide de l’anticorps contre SUMO-2/3. Malgré qu’un certain nombre de 
protéines SUMOylées aient été trouvées dans le surnageant de la purification, un nombre 
satisfaisant de protéines est retrouvé dans l’élution (Figure 21B). Nous avons pu constater que 
la partie clivée de PARP1 est enrichie dans l’échantillon 48 heures, contrairement à 
l’échantillon quatre heures (Figure 21C). Le fait que PARP1 de pleine longueur et sa forme 
clivée aient été enrichies à partir de l'échantillon 48 heures signifie que certaines lysines de 
PARP1 sont toujours SUMOylées à ce stade. PARP1 est une protéine fortement SUMOylée, 
mais il est possible de penser que le site K203 pour lequel nous avons observé une 





Figure 21. PARP1 est clivée en réponse à l’ATO à partir de 48h de traitement. (A) 
Immunobuvardage avec les anticorps contre PARP1, PARP1 clivée et l’histone H3 d’un 
extrait cellulaire total de cellules HEK293 mutantes pour SUMO3 traitées avec 10 µM 
d’ATO pendant les durées indiquées. (B) Immunobuvardage avec l’anticorps contre 
SUMO-2/3 de l’extrait cellulaire total, du surnageant et de l’éluat de la purification 
d’affinité au NiNTA réalisée à partir de cellules HEK293 mutantes pour SUMO3 
traitées avec 10 µM d’ATO pendant les durées indiquées. (C) Immunobuvardage avec 
les anticorps contre PARP1 et PARP1 clivée de l’éluat de la purification d’affinité au 
NiNTA réalisée à partir de cellules HEK293 mutantes pour SUMO3 traitées avec 10 µM 
d’ATO pendant les durées indiquées. 
 
4.11 Développement d’un essai caspase 
Les protéines SUMO sont plutôt volumineuses par rapport aux autres groupes 
chimiques susceptibles de modifier les protéines, tels que les groupes acétyle ou phosphate. 
De plus, une étude récente suggère qu’une augmentation de la SUMOylation empêche la mort 
induite par la caspase-3 dans des cellules stressées (145). Nous nous sommes donc demandé si 
la SUMOylation de PARP1 sur le site K203 pourrait affecter le clivage de la protéine par la 
caspase-3. Pour tester cette hypothèse, nous avons développé un test in vitro, décrit à la figure 
22, dans lequel un échantillon de protéines SUMOylées purifiées est d'abord séparé en deux 
parties égales. L'un des échantillons est incubé avec la caspase-3 active d’origine humaine, 
puis les protéines sont dé-SUMOylées par incubation avec les enzymes SENP1 et SENP2. Les 
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protéines du deuxième échantillon sont d'abord dé-SUMOylées avant d’être traitées avec la 
caspase-3. Toutes les protéines sont finalement soumises à une analyse par immunobuvardage. 
Entre les deux étapes de traitement enzymatique, du 2-chloroacétamide et du DTT sont ajoutés 
aux échantillons afin d’inactiver les enzymes. En effet, les trois enzymes utilisées, la caspase-
3, SENP1 et SENP2, contiennent une cystéine au site actif, qui peut être inactivée par 
alkylation. L'échantillon d'abord traité avec la caspase-3 est également bouilli après incubation 
pour assurer l'inactivation complète de l'enzyme. 
 
 
Figure 22. Aperçu de la stratégie utilisée afin d’étudier le rôle de la SUMOylation 
par rapport au clivage par la caspase-3. Une purification d’affinité au NiNTA a été 
effectuée à partir d’un lysat de cellules qui ont été traitées avec 10 µM de MG132, un 
inhibiteur du protéasome, pendant 18h. Les protéines SUMOylées obtenues par 
purification ont été concentrées avant d’être soumises à l’essai caspase in vitro dans 
lequel les protéines sont séparées en deux échantillons. Le premier échantillon est 
d’abord dé-SUMOylé (traitement avec SENP1 et SENP2) avant d’être traité à la 
caspase-3. Le deuxième échantillon est d’abord traité à la caspase-3 avant d’être dé-
SUMOylé. Du 2-chloroacétamide et du DTT sont ajoutés entre les deux étapes 
enzymatiques afin d’inactiver les premières enzymes ajoutées. Le deuxième échantillon 
est également bouilli pendant 10 minutes entre les deux étapes afin d’assurer une 
inactivation complète de la caspase-3. Les protéines sont finalement soumises à une 




4.12 Optimisation des conditions pour l’essai caspase 
Avant de l’appliquer à l’analyse d’échantillons biologiques, les conditions de l’essai 
caspase in vitro ont été optimisées. Pour ce faire, un substrat colorimétrique de la caspase-3 a 
été utilisé. Ce substrat, un court peptide sur lequel la nitroallinine est greffée, est basé sur la 
séquence de PARP1 et colore la solution dans lequel il se trouve suite à son clivage 
protéolytique par la caspase-3. La mesure de l’absorbance, à 405 nm, représente donc le 
niveau d’activité enzymatique de la caspase-3. Nous avons d’abord déterminé la quantité de 
caspase-3 à utiliser dans l’essai en incubant différentes quantités de celle-ci dans un tampon 
recommandé par le fournisseur de l’enzyme en présence du substrat colorimétrique (Figure 
23A). La quantité est représentée en unité enzymatique (U). Ainsi, nous avons déterminé 
qu’une quantité de 0,5 U était suffisante pour l’obtention d’un signal adéquat. L’activité de la 
caspase-3 a ensuite été mesurée dans différents tampons afin de déterminer lequel utiliser pour 
l’essai (Figure 23B). Nous avons ainsi déterminé que le tampon contenant du Triton 1%, que 
nous utilisons habituellement pour resuspendre les protéines afin qu’elles se trouvent en 
conditions natives suite à une purification en conditions dénaturantes, était adéquat. La 
présence de Triton semble diminuer l’activité enzymatique de la caspase-3, puisqu’une 
concentration croissante de Triton occasionne une diminution du signal. Par contre, 
l’utilisation du CHAPS, un autre détergent, donne des résultats similaires. De plus, une 
concentration de 1% de Triton permet toujours à la caspase-3 d’être active. La présence d’urée 
dans la solution sur l’activité enzymatique a également été déterminée, puisque la lyse des 
cellules se fait dans un tampon contenant de l’urée (Figure 23C). Dans nos échantillons 
biologiques, la concentration finale en urée était d’environ 1M, puisque les échantillons lysés 
dans 8M ont été dilués environ 10 fois. Nous avons pu observer qu’une concentration 
d’environ 1M permet toujours une activité enzymatique de la caspase-3. Finalement, 
l’inactivation de la caspase-3 par l’ajout de 2-chloroacétamide/DTT et par ébullition de 
l’échantillon a été vérifiée et l’activité de l’enzyme ajoutée dans un échantillon ayant 
préalablement été traité au 2-chloroacétamide/DTT a également été mesurée (Figure 23D). De 
cette façon, nous avons pu observé que la caspase-3 était bel et bien inactivée par l’ajout de 2-
chloroacétamide/DTT dans le tampon de Triton 1% et par ébullition de l’échantillon. De plus, 
la caspase-3 est bien active lorsqu’ajoutée à un échantillon traité auparavant au 2-
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chloroacétamide/DTT. L’activité enzymatique semble, en fait, être augmentée dans ces 
conditions, par rapport à l’activité de l’enzyme dans le tampon recommandé par le fournisseur, 
probablement en raison de la concentration plus élevée de DTT dans l’échantillon. 
  
 
Figure 23. Détermination des conditions optimales pour l’essai caspase. (A) Les 
différentes quantités de caspase-3 ont été incubées avec un substrat colorimétrique dans 
un tampon recommandé par le fournisseur de l’enzyme pendant 2h à 37°C. 
L’absorbance a été lue à 405 nm. Le signal du blanc (échantillon sans caspase-3) a été 
soustrait au signal obtenu avec le substrat colorimétrique. (B) La caspase-3 a été incubée 
avec un substrat colorimétrique dans les différents tampons indiqués pendant 2h à 37°C. 
L’absorbance a été lue à 405 nm. Le signal du blanc (échantillon sans caspase-3) a été 
soustrait au signal obtenu avec le substrat colorimétrique. (C) La caspase-3 a été incubée 
avec un substrat colorimétrique dans un tampon de Triton 1% comprenant différentes 
concentrations d’urée pendant 2h à 37°C. L’absorbance a été lue à 405 nm. Le signal du 
blanc (échantillon sans caspase-3) a été soustrait au signal obtenu avec le substrat 
colorimétrique. (D) La caspase-3 a été incubée avec un substrat colorimétrique dans un 
tampon de Triton 1% après avoir été bouillie et traitée au 2-chloroacétamide (20 mM) et 
au DTT (40 mM) (test d’inactivité). La caspase-3 a été incubée sans (blanc) ou avec un 
substrat colorimétrique dans un tampon de Triton 1% qui contient du 2-chloroacétamide 
(20 mM) et du DTT (40 mM) (test d’activité). Le signal du blanc est représenté. 
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4.13 Effet de la SUMOylation sur le clivage de PARP1 in vitro 
Une fois les conditions de l’essai optimisées, nous avons pu l’appliquer à l’analyse 
d’un échantillon biologique par immunobuvardage en utilisant les anticorps dirigés contre 
PARP1 et PARP1 clivée. Les résultats de l’essai caspase in vitro montrent que PARP1 est 
davantage clivée lorsque les protéines sont d'abord dé-SUMOylées avant d'être traitées avec la 
caspase-3 par rapport aux protéines qui ont d'abord été incubées avec la caspase-3 (Figure 24). 
Ainsi, la SUMOylation semble protéger PARP1 contre son clivage par la caspase-3. 
 
 
Figure 24. La SUMOylation protège PARP1 contre son clivage protéolytique in 
vitro. Immunobuvardage avec les anticorps contre PARP1 et PARP1 clivée de l'éluat de 
la purification d’affinité au NiNTA réalisée à partir ces cellules HEK293 mutantes pour 
SUMO3 traitées avec 10 µM de MG132 pendant 18h après l’essai caspase in vitro. 
ECT : Extrait cellulaire total. 
 
4.14 Vérification des conditions pour l’essai caspase 
Afin de s’assurer de la validité des résultats obtenus pour l’essai caspase effectué sur 
l’échantillon biologique, nous avons vérifié l’efficacité de la purification d’affinité au NiNTA 
par immunobuvardage avec l’anticorps dirigé contre SUMO-2/3. La purification semble avoir 
été efficace, puisqu’une quantité minime de protéines SUMOylées se retrouve dans le 
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surnageant de la purification (Figure 25A). De plus, un nombre satisfaisant de protéines 
SUMOylées est retrouvé dans l’éluat et dans l’éluat resuspendu dans un tampon natif, lorsque 
comparé à l’extrait cellulaire total (Figure 25A). Nous avons également vérifié que la dé-
SUMOylation des protéines était complète par immunobuvardage avec l’anticorps contre 
SUMO-2/3 et que les deux échantillons étaient donc comparables. Un immunobuvardage des 
échantillons de l’essai a révélé que le traitement à la SENP1 et à la SENP2 était efficace, 
puisqu’aucune protéine SUMOylée n’apparaît sur la membrane et que la seule bande présente 
correspond à SUMO libre (Figure 25B). Nous avons finalement vérifié que la présence d’une 
plus grande concentration de DTT, suite au traitement au 2-chloroacétamide/DTT, dans un des 
deux échantillons n’influençait pas l’activité de la caspase-3. En effet, il est recommandé par 
le fournisseur de la caspase-3 d’utiliser cette dernière dans un tampon contenant du DTT. 
Nous voulions donc vérifier que la différence dans le clivage protéolytique de PARP1 que 
nous avons observée n’était pas due à une concentration plus élevée de DTT dans un des deux 
échantillons et ainsi à une plus grande activité enzymatique. Pour ce faire, nous avons effectué 
l’essai à nouveau, mais cette fois sans l’utilisation de 2-chloroacétamide et de DTT et en 
désactivant la caspase-3 dans le premier échantillon seulement en la faisant bouillir. Nous 
avons, ainsi, pu observer les mêmes résultats que précédemment, soit que PARP1 est 






Figure 25. Vérification des conditions de l’essai caspase. (A) Immunobuvardage avec 
l’anticorps contre SUMO-2/3 de l’extrait cellulaire total, du surnageant, de l’éluat et de 
l’éluat dans un tampon natif de la purification d’affinité au NiNTA réalisée à partir de 
cellules HEK293 mutantes pour SUMO3 traitées avec 10 µM de MG132 pendant 18h. 
(B) Immunobuvardage avec l’anticorps contre SUMO-2/3 de l'éluat de la purification 
d’affinité au NiNTA réalisée à partir de cellules HEK293 mutantes pour SUMO3 
traitées avec 10 µM de MG132 pendant 18h après l’essai caspase in vitro. (C) 
Immunobuvardage avec les anticorps contre PARP1 et PARP1 clivée de l'éluat de la 
purification d’affinité au NiNTA réalisée à partir de cellules HEK293 mutantes pour 
SUMO3 traitées avec 10 µM de MG132 pendant 18h après l’essai caspase in vitro sans 





4.15 Modèle proposé 
À la lumière de l’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de cette étude, nous 
avons proposé un modèle pour le rôle de la SUMOylation de PARP1 par rapport à son clivage 
protéolytique par la caspase-3 dans le contexte du traitement à l’ATO (Figure 26). En effet, 
nous avons observé une augmentation de la SUMOylation du site K203 sur PARP1 après 
quatre heures de traitement avec 10 µM d'ATO, dans notre expérience de spectrométrie de 
masse à grande échelle. Nous avons également montré, par immunobuvardage, que PARP1 est 
clivée en réponse à 10 µM d’ATO, avec des temps de traitement longs, soit à partir de 48 
heures. Nous pensons donc que la SUMOylation de PARP1 en réponse à l’ATO augmente 
d’abord avant de diminuer. L'ATO induit un stress oxydatif dans les cellules, causant des 
dommages à l'ADN et la formation de corps nucléaires PML. Ces structures peuvent recruter 
différents partenaires d'interaction protéiques et de nombreux évènements de modification 
post-traductionnelle s'y déroulent. En réponse à un traitement de courte durée avec l’ATO, 
PARP1 pourrait être SUMOylée sur sa lysine 203, empêchant ainsi son inactivation par 
clivage protéolytique. Ainsi, PARP1 pourrait être impliquée dans la réparation de l'ADN 
endommagé par le stress oxydatif. Cependant, lorsque le temps de traitement à l’ATO devient 
trop long, les dommages causés à l'ADN peuvent être trop importants pour être réparés. Les 
cellules entreraient donc dans le processus de mort cellulaire programmée. Pour ce faire, 
PARP1 pourrait être dé-SUMOylée afin de permettre son clivage par la caspase-3 et 












Figure 26. Modèle proposé pour le rôle de la SUMOylation de PARP1 par rapport 
à son clivage protéolytique par la caspase-3 dans le contexte du traitement à l’ATO. 
L’ATO induit des dommages à l'ADN dans les cellules. Lors d'un traitement à court 
terme avec l’ATO, PARP1 pourrait être SUMOylée pour assurer sa stabilisation, 
permettant ainsi la réparation de l'ADN et son activité transcriptionnelle. Lors d'un 
traitement à long terme avec l'ATO, lorsque les dommages à l'ADN sont trop importants 
pour être réparés, PARP1 pourrait être dé-SUMOylée sur certains sites spécifiques, 






Le but de ce projet de recherche était de quantifier la régulation de la SUMOylation, de 
la phosphorylation et de l’ubiquitination en réponse à l’ATO, un agent thérapeutique utilisé 
dans le traitement de la LAP. L’intérêt du projet réside dans le fait que les mécanismes 
moléculaires par lesquels passe l’ATO ne sont pas entièrement élucidés, et ce, même si son 
efficacité est reconnue pour traiter la LAP. Dans la littérature, il est rapporté que PML est 
SUMOylée en réponse à l’ATO et que la protéine de fusion PML/RARα, responsable de la 
majorité des cas de LAP, est dégradée par l’ATO suite à sa SUMOylation et à son 
ubiquitination (83). À la lumière de ces informations, nous nous sommes demandé si d’autres 
protéines étaient régulées dans leurs modifications post-traductionnelles, en SUMOylation, 
mais également en phosphorylation et en ubiquitination, en réponse à l’ATO et si ces protéines 
pouvaient jouer un rôle dans le mécanisme d’action de l’agent thérapeutique. Nous nous 
sommes questionnés sur la façon dont la guérison pouvait être induite par SUMOylation afin 
de mieux comprendre le mécanisme d’action l’ATO et d’améliorer les connaissances 
générales sur les fonctions de la SUMOylation. 
 
Dans le but de mesurer les changements de SUMOylation, de phosphorylation et 
d’ubiquitination, nous avons utilisé une approche en protéomique quantitative, qui permet 
l’enrichissement des différents peptides modifiés à partir d’un seul échantillon biologique. 
Ainsi, nous avons traité des cellules humaines saines, les cellules HEK293, contenant un 
mutant de SUMO3 (6xHis-SUMO-3-Q87R-Q88N) avec deux concentrations d’ATO, soit 1 
µM et 10 µM, afin de faire la comparaison entre une dose faible et une dose forte. Nous avons 
choisi ces concentrations suite à une analyse par immunobuvardage de cellules traitées à 
l’ATO, en raison de la différence marquée dans la régulation de la SUMOylation en réponse 
aux deux concentrations. La forte dose occasionnait, en effet, une augmentation de la 
SUMOylation plus importante que la faible dose, sans pour autant menacer la viabilité des 
cellules en culture lors du traitement. Lors de cette même analyse par immunobuvardage, nous 
avons choisi de traiter les cellules pour une période de temps de quatre heures, le temps de 
traitement pour lequel nous avons observé les plus grands changements de SUMOylation, 
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particulièrement sur PML. À l’aide de l’expérience de spectrométrie de masse à grande 
échelle, nous avons pu identifier 1684 sites de modifications sur 879 protéines. Parmi ceux-ci, 
204 sites sur 148 protéines ont été identifiés comme étant significativement régulés, c’est-à-
dire comme étant deux fois moins ou deux fois plus abondants par rapport au contrôle. PML 
fait partie des protéines les plus significativement régulées. Il est rapporté dans la littérature 
que PML est SUMOylée et ubiquitylée en réponse à l’ATO et que la lysine SUMOylée à la 
position 490 est essentielle au recrutement de partenaires protéiques au sein des corps 
nucléaires PML (128, 129). Ainsi, le fait d’avoir observé PML comme étant SUMOylée 
témoigne de l’efficacité du traitement, PML agissant à titre de contrôle positif pour 
l’expérience. 
 
Afin d’explorer les fonctions associées aux protéines que nous avons identifiées en 
spectrométrie de masse, nous avons effectué différentes analyses. Nous avons d’abord réalisé 
une analyse STRING qui montre que de nombreux liens unissent les protéines identifiées dans 
notre expérience. En effet, 86 des 148 protéines identifiées avec un site significativement 
régulé se trouvent dans un réseau d’interactions protéiques présentant un haut degré 
d’interconnectivité, signifiant que les protéines interagissent les unes avec les autres dans les 
cellules et qu’elles sont possiblement impliquées dans des fonctions cellulaires communes. De 
plus, nous avons réalisé une analyse d’ontologie génique afin de déterminer les termes GO 
associés aux protéines régulées de manière significative. De ce fait, nous avons pu observer 
qu’en plus d’être associées à de nombreux rôles classiques de la SUMOylation tels que la 
régulation de la transcription, les protéines sont impliquées dans la réparation de l’ADN. Nous 
avons trouvé cette information pertinente, puisque l’ATO induit un stress oxydatif dans les 
cellules, ce qui provoque des dommages à l’ADN (140). De plus, certains termes GO, par 
exemple celui évoquant les corps nucléaires PML, témoignent, encore une fois, de l’efficacité 
du traitement, ceux-ci étant connus pour se former en réponse à l’ATO. 
 
En plus d’avoir identifié un grand nombre de protéines modifiées par SUMOylation, 
phosphorylation, ou ubiquitination, nous avons pu identifier certaines protéines qui étaient 
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régulées par plus d’une de ces modifications. À notre connaissance, aucune étude de la 
littérature ne rapporte la régulation de ces trois modifications simultanément dans le contexte 
d’un traitement à l’ATO. Ainsi, nous avons, par exemple, pu observer PML comme étant 
SUMOylée et ubiquitylée et SUMO1 et TRIM28 comme étant SUMOylée, ubiquitylée et 
phosphorylée. Ces observations suggèrent l’existence de relations unissant les différentes 
modifications post-traductionnelles dans le cadre d’un traitement à l’ATO. Nous avons 
également observé que les protéines SUMO et l’ubiquitine étaient elles-mêmes modifiées par 
SUMOylation et par ubiquitination, soulignant la présence d’évènements de poly-
SUMOylation et de poly-ubiquitination. Cette observation est en accord avec le fait que de 
nombreuses protéines sont dégradées au sein des corps nucléaires PML (71). 
 
Parmi les protéines régulées en SUMOylation, nous avons observé que certaines 
d’entre elles étaient des substrats connus de la caspase-3. Nous nous sommes particulièrement 
intéressés à PARP1, puisqu’elle est impliquée dans les mécanismes de réparation de l’ADN 
(102). De plus, le site de SUMOylation que nous avons identifié sur la protéine était à 
proximité de son site de clivage protéolytique. Puisque les protéines SUMO sont plutôt 
volumineuses, nous nous sommes demandé si la SUMOylation de PARP1 sur une lysine près 
de son site de clivage par la caspase-3 pourrait empêcher la reconnaissance du site par la 
caspase-3 et ainsi inhiber son clivage protéolytique. Pour tester cette hypothèse, nous avons 
développé un essai enzymatique in vitro dans lequel des protéines SUMOylées purifiées sont 
soit dé-SUMOylées puis traitées à la caspase-3, soit traitées à la caspase-3 puis dé-
SUMOylées. Après avoir optimisé les conditions de l’essai et vérifié la compatibilité de la 
caspase-3 avec les tampons utilisés lors des étapes qui permettent la purification des protéines 
SUMOylées, nous avons appliqué l’essai à l’analyse de l’effet de la SUMOylation de PARP1 
par rapport à son clivage protéolytique. Ainsi, nous avons montré que la SUMOylation de 
PARP1 la protégeait contre son clivage par la caspase-3 in vitro. En effet, nous avons pu 
observer que PARP1 était davantage clivée lorsqu’elle était d’abord dé-SUMOylée avant 
d’être traitée avec la caspase-3. Nous avons également vérifié, par immunobuvardage, que les 




Des études ont rapporté que PARP1 était clivée en réponse à l’ATO et que son clivage 
était nécessaire à l’induction de l’apoptose (108-110). De façon similaire, nous avons pu 
observer que PARP1 était clivée en réponse à 10 µM d’ATO suite à un long temps de 
traitement, soit à partir de 48 heures. À l’aide de cette observation et du fait que nous avons 
mesuré une augmentation de la SUMOylation de PARP1 sur son site K203 en spectrométrie 
de masse après quatre heures de traitement à l’ATO, nous avons émis l’hypothèse que la 
SUMOylation de PARP1 pourrait d’abord augmenter, suite à traitement à l’ATO, avant de 
diminuer. Toutefois, nous avons observé, suite à une purification d’affinité au NiNTA, que la 
forme pleine longueur tout comme la partie clivée de PARP1 étaient enrichies et donc 
SUMOylées après 48 heures de traitement à l’ATO. Ceci suggère que certaines lysines sont 
toujours SUMOylées après ce long temps de traitement, mais il n’est pas impossible que des 
évènements de dé-SUMOylation aient eu lieu sur la protéine à des sites spécifiques. Ainsi, 
l’hypothèse d’une augmentation suivie d’une diminution de la SUMOylation de PARP1 en 
réponse à l’ATO pourrait s’avérer juste pour quelques lysines plutôt que pour l’ensemble de la 
protéine. D’ailleurs, dans notre expérience à grande échelle, nous avons uniquement identifié 
deux sites de SUMOylation qui étaient régulés de façon significative alors que plus de 70 sites 
SUMOylés ont été identifiés dans la littérature (142-144). 
 
À la lumière de ces différentes observations, nous avons imaginé un modèle qui 
pourrait expliquer le rôle de la SUMOylation de PARP1 dans le contexte d’un traitement à 
l’ATO par rapport à son clivage protéolytique par la caspase-3 et à l’induction de l’apoptose. 
Ainsi, l’ATO induit un stress oxydatif dans les cellules ce qui permet, d’une part, la formation 
des corps nucléaires PML et qui cause, d’autre part, des dommages à l’ADN (140). PARP1 
qui est impliquée dans les mécanismes de réparations de l’ADN pourrait donc être SUMOylée 
à certains sites au sein des corps nucléaires PML en réponse à l’ATO. De cette façon, la 
protéine serait stabilisée et pourrait participer à la réparation de l’ADN endommagé. 
Cependant, si le temps de traitement à l’ATO devient trop long, les lésions de l’ADN 
pourraient devenir trop importantes pour pouvoir être réparées. Les cellules, afin de protéger 
l’organisme, entreraient alors dans le processus de mort cellulaire programmée. Toutefois, 
PARP1 doit être clivée pour permettre l’induction de l’apoptose. À ce moment, la protéine 
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pourrait donc être dé-SUMOylée sur les lysines qui avaient d’abord spécifiquement 






6. Conclusion et perspectives 
Les objectifs de ce projet de recherche ont été atteints. En effet, il a été possible de 
quantifier les changements en SUMOylation, en phosphorylation et en ubiquitination en 
réponse à deux concentrations différentes d’ATO, en plus d’étudier le rôle associé à la 
modification d’une protéine afin d’en apprendre davantage sur le mécanisme d’action de 
l’ATO et sur les fonctions générales de la SUMOylation. Ainsi, nous avons pu identifier, avec 
trois réplicats biologiques, 521 sites SUMOylés sur 320 protéines, 1132 sites phosphorylés sur 
659 protéines et 40 sites ubiquitylés sur 21 protéines en réponse à 1 µM d’ATO. Nous avons 
également pu identifier 505 sites SUMOylés sur 309 protéines, 1133 sites phosphorylés sur 
658 protéines et 40 sites ubiquitylés sur 21 protéines en réponse à 10 µM d’ATO. Parmi ces 
sites 127 étaient significativement régulés en SUMOylation, 59 en phosphorylation et 24 en 
ubiquitination. De ce fait, nous avons montré que PML n’est pas la seule protéine à présenter 
des changements dans ses modifications post-traductionnelles en réponse à l’ATO et nous 
avons souligné l’existence de relations qui unissent ces différentes modifications. Ainsi, la 
guérison de la LAP induite par SUMOylation, en collaboration avec d’autres modifications 
telles que la phosphorylation et l’ubiquitination, suite à un traitement à l’ATO ne passe peut-
être pas uniquement par PML. De plus, parmi les protéines identifiées dans notre expérience 
de spectrométrie de masse à grande échelle, nous avons remarqué que certaines de celles 
modifiées par SUMOylation étaient des substrats connus de la caspase-3. À la lumière de cette 
observation, nous avons formulé une hypothèse quant au rôle de la SUMOylation dans la 
protection de substrats contre leur clivage protéolytique par les caspases apoptotiques. Nous 
avons développé un essai enzymatique pour tester cette hypothèse et nous avons découvert 
que la SUMOylation de PARP1 empêchait effectivement son clivage par la caspase-3 in vitro. 
 
Dans le futur, il serait intéressant de répéter les mêmes expériences de spectrométrie de 
masse dans des cellules leucémiques afin de vérifier si elles présentent des changements dans 
leurs modifications post-traductionnelles similaires à ce que nous avons obtenu. Cependant, 
pour ce faire, et pour conserver la méthode utilisée qui permet l’enrichissement des peptides 
SUMOylés à partir d’une forme exogène de SUMO3, il faudrait générer des lignées cellulaires 
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stables, exprimant le même mutant de SUMO3 que nous avons employé, à partir de cellules 
leucémiques, par exemple, à partir des cellules NB4 qui sont issues d’une patiente atteinte de 
la LAP et qui contiennent la protéine de fusion PML/RARα (146). Ce processus est toutefois 
long et fastidieux. De plus en plus de méthodes permettant l’étude des protéines modifiées par 
SUMO endogène voient le jour et de telles approches pourraient alors être privilégiées (144, 
147-150). Les mêmes expériences pourraient également être répétées, dans les mêmes cellules, 
mais avec un temps de traitement à l’ATO de 48 heures, afin de vérifier l’état de la 
SUMOylation de la lysine K203 de PARP1. Il serait, d’autre part, intéressant de vérifier le rôle 
de la SUMOylation de PARP1 par rapport à son clivage protéolytique, mais in vivo. 
Différentes techniques pourraient alors être utilisées. De la mutagenèse dirigée pourrait être 
réalisée sur PARP1 afin de remplacer la lysine se trouvant à proximité du site de clivage de la 
caspase-3 par une arginine, rendant ainsi le résidu non SUMOylable. Cependant, PARP1 est 
une longue protéine et ce processus pourrait s’avérer compliqué voire impossible. Des 
inhibiteurs de la SUMOylation globale ou des inhibiteurs de la caspase-3 pourraient alors être 
utilisés afin d’explorer de rôle de la SUMOylation de PARP1 sur son clivage dans des cellules 
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Colorations au rouge de Ponceau 
 
 
Figure 27. Coloration au rouge de Ponceau pour les immunobuvardages servant à 




Figure 28. Coloration au rouge de Ponceau pour l’immunobuvardage 
correspondant à la purification d’affinité au NiNTA réalisée à partir de cellules 




Figure 29. Coloration au rouge de Ponceau pour l’immunobuvardage 
correspondant à la purification d’affinité au NiNTA réalisée à partir de cellules 
HEK293 mutantes pour SUMO3 traitées avec 10 µM de MG132 pendant 18h. 
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Sites significativement régulés 










PML K 380 3.18 4.90 
PML K 394 2.55 3.02 
PML K 497 2.33 2.51 
DNAJA3 K 126 3.25 2.22 
MTA3 K 510 1.62 1.09 
PML K 490 2.43 1.01 
RGPD1 K 1601 2.83 -1.04 
 










PDHA1 S 262 1.43 -1.04 
BCKDHA S 347 1.69 -1.10 
SMARCA4 S 1349 1.46 -1.16 
PDHA1 S 269 1.50 -2.47 
 










PML K 394 3.02 5.02 
PML K 401 2.33 3.89 
PML K 337 2.03 3.57 
SUMO1 K 46 1.71 1.60 
SUMO3 K 41 2.49 1.36 
SUMO2 K 7 1.67 1.32 
SUMO3 K 7 1.50 1.26 
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SUMO2 K 5 1.76 1.21 
SUMO3 K 5 2.14 1.18 
UBA52 K 63 2.07 1.02 
SUMO3 K 32 2.22 1.02 
 










PML K 380 3.61 5.12 
PML K 394 2.84 4.89 
ZC3H11A K 381 2.08 3.70 
NONO K 198 2.00 3.20 
DNAJA3 K 126 2.75 3.11 
ZC3H11A K 478 2.03 2.96 
YY1AP1 K 421 2.10 2.95 
PML K 497 2.18 2.88 
INTS9 K 34 3.52 2.84 
WHSC1 K 352 4.89 2.69 
INTS12 K 68 3.02 2.68 
PIAS1 K 238 2.54 2.52 
YY1 K 286 1.83 2.52 
PARP1 K 512 2.05 2.43 
WHSC1L1 K 537 3.80 2.41 
MKI67 K 2009 2.25 2.39 
SCML2 K 13 1.74 2.38 
NACC1 K 167 2.70 2.34 
MSL2 K 301 1.62 2.33 
YY1 K 288 2.95 2.32 
MTA3 K 510 2.64 2.25 
BCORL1 K 1092 2.28 2.23 
SCML2 K 252 2.16 2.11 
ZMYM4 K 1326 1.67 2.10 
XPC K 330 3.09 2.09 
SKIL K 407 1.69 2.07 
 
 88 
EHMT1 K 234 2.10 2.03 
CIZ1 K 604 2.50 2.03 
ZMYM2 K 98 2.37 2.03 
PARP1 K 203 3.85 2.02 
SCML2 K 605 2.61 1.93 
EHMT1 K 644 1.94 1.91 
SUMO2 K 5 2.31 1.90 
TRIM33 K 769 2.25 1.90 
SUMO2 K 11 2.08 1.87 
HSF2 K 139 2.66 1.76 
SETDB1 K 1032 3.42 1.73 
ATRX K 1982 1.81 1.72 
MKI67 K 2492 1.52 1.67 
ZBTB34 K 235 2.58 1.66 
SUMO1 K 37 1.82 1.66 
ZNF451 K 845 2.52 1.65 
ATRX K 299 2.04 1.64 
SUMO1 K 39 2.06 1.63 
TP53 K 189 2.74 1.62 
SUMO1 K 46 2.68 1.62 
ZMYM2 K 88 2.44 1.61 
PCNA K 164 3.52 1.60 
HNRNPM K 145 2.35 1.57 
PML K 490 3.04 1.56 
NAB1 K 451 1.90 1.56 
PIAS2 K 249 1.34 1.56 
CHD9 K 2843 2.11 1.55 
ZBTB33 K 611 2.06 1.55 
ATRX K 438 1.88 1.55 
SUMO3 K 5 1.56 1.51 
SUMO1 K 25 1.64 1.51 
SUMO2 K 7 1.67 1.50 
INTS4 K 791 2.33 1.47 
TRIM33 K 793 1.69 1.45 
SRBD1 K 134 2.96 1.44 
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LIN37 K 7 1.87 1.42 
ZBTB46 K 229 1.53 1.41 
ZNF644 K 718 2.68 1.40 
GSE1 K 520 1.62 1.37 
SRBD1 K 185 3.13 1.36 
HOMEZ K 182 1.32 1.36 
SCML2 K 536 1.65 1.30 
PCNA K 254 1.32 1.29 
GDI1 K 269 1.55 1.28 
SUMO1 K 7 2.29 1.28 
MECOM K 721 1.64 1.27 
ZNF462 K 2504 2.09 1.26 
KIF23 K 403 1.47 1.26 
ZMYM2 K 441 2.96 1.24 
UBA52 K 11 2.51 1.23 
HSF2 K 82 2.42 1.21 
SUMO3 K 11 1.89 1.09 
XPC K 81 2.68 1.07 
MSH3 K 187 2.35 1.02 
BRMS1L K 192 1.55 -1.01 
SAP130 K 434 1.90 -1.01 
ZNF106 K 965 1.90 -1.02 
RCOR1 K 294 1.44 -1.03 
HIST2H2BF K 6 1.41 -1.05 
PHIP K 1470 1.50 -1.07 
CCNL1 K 362 1.55 -1.09 
GINS2 K 109 1.71 -1.10 
ZFP1 K 90 1.39 -1.10 
SAFB2 K 293 2.26 -1.11 
BAZ1B K 1085 2.27 -1.11 
BRMS1L K 198 1.82 -1.12 
ZNF518A K 1446 1.35 -1.14 
MED7 K 185 1.57 -1.14 
RLF K 1599 1.66 -1.20 
TRIM24 K 689 1.60 -1.22 
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DPF3 K 99 2.70 -1.23 
SIN3A K 563 1.97 -1.25 
USP39 K 51 1.36 -1.27 
RSF1 K 2 1.98 -1.28 
SF3A2 K 103 1.32 -1.29 
MAF K 33 3.10 -1.30 
SAFB2 K 230 1.47 -1.31 
SART1 K 141 1.82 -1.32 
MSANTD2 K 38 2.50 -1.35 
SAFB2 K 350 2.43 -1.37 
ACIN1 K 315 2.40 -1.37 
ACIN1 K 305 2.06 -1.38 
EHMT1 K 528 2.33 -1.41 
TRRAP K 2525 1.76 -1.42 
PRPF4B K 117 1.69 -1.44 
SAFB2 K 252 1.53 -1.48 
SAP30 K 214 2.37 -1.52 
KDM5B K 278 1.80 -1.55 
ARID4B K 110 1.57 -1.56 
USP7 K 853 1.74 -1.57 
ESRRA K 402 2.71 -1.60 
SMARCC2 K 735 1.95 -1.62 
CCAR1 K 997 1.86 -1.62 
PBRM1 K 1293 1.52 -1.64 
ZMYND8 K 12 2.06 -1.64 
KDM5B K 242 2.23 -1.65 
BRD8 K 375 1.63 -1.66 
SUPT7L K 136 3.06 -1.75 
TDG K 330 2.13 -2.49 

















STIM1 S 257 2.39 2.12 
NASP S 357 2.08 2.02 
RPLP2 S 102 2.02 1.98 
SRRM1 S 431 2.72 1.90 
NCAM1 S 774 2.71 1.87 
VIM S 430 2.03 1.78 
WDHD1 S 244 2.35 1.60 
SRRM2 S 1233 1.88 1.60 
HUWE1 S 1368 2.97 1.52 
MCM6 S 762 2.73 1.49 
SRRM2 S 1987 2.25 1.30 
SMC1A S 360 1.46 1.28 
SMARCAD1 S 152 1.55 1.23 
PRRC2C S 2105 1.53 1.19 
TRIM28 S 391 1.87 1.17 
MAP4 S 507 1.79 1.15 
ZC3H11A S 108 1.42 1.14 
SRRM2 S 1916 4.55 1.10 
SRRM2 S 387 1.64 1.05 
TMEM192 S 226 1.84 1.05 
TP53BP1 S 1068 2.60 1.04 
SCAMP3 S 50 1.39 1.02 
UTP14A S 393 3.43 1.01 
PFKL S 775 1.73 1.01 
LMNA S 406 2.18 -1.01 
NDRG1 S 249 1.75 -1.01 
NOC2L S 49 2.06 -1.02 
NEFM S 30 1.53 -1.03 
GTF3C2 S 167 1.71 -1.04 
DDX23 S 107 1.74 -1.05 
CLN6 S 31 2.58 -1.09 
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KHDRBS1 S 20 2.40 -1.11 
SF3B1 T 223 1.89 -1.16 
SF3B1 T 227 1.89 -1.16 
TMPO S 156 1.78 -1.17 
ANLN S 485 1.37 -1.18 
SH3KBP1 S 193 1.99 -1.18 
DDX17 S 520 2.16 -1.19 
LMNA S 404 1.50 -1.20 
HIST1H1E T 18 1.48 -1.22 
RIF1 S 2196 1.40 -1.24 
LMNA S 407 1.82 -1.29 
GRK6 S 484 2.14 -1.31 
TBC1D4 S 341 3.19 -1.34 
DDX21 S 71 1.78 -1.36 
KIF4A S 801 2.03 -1.38 
VWA7 S 461 1.87 -1.42 
PDCD4 S 446 1.87 -1.44 
TCOF1 S 1312 2.22 -1.47 
SSRP1 S 659 2.48 -1.74 
SCAF1 S 874 2.68 -1.75 
PDCD4 S 65 2.34 -1.76 
MAPK1 T 185 1.43 -2.17 
MAPK1 Y 187 1.43 -2.17 
BCKDHA S 347 1.82 -2.36 
SMARCA4 S 1349 2.31 -2.46 
PDHA1 S 262 3.14 -2.51 
SAFB S 535 2.36 -2.57 
PDHA1 S 269 1.74 -3.69 
 










PML K 394 3.22 3.86 
NONO K 249 3.22 3.35 
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PML K 401 1.77 3.06 
PML K 337 1.75 2.92 
NONO K 198 2.08 2.32 
NONO K 107 2.31 2.28 
AMOT K 496 1.93 1.69 
SUMO2 K 7 1.45 1.62 
SUMO2 K 5 1.68 1.61 
SUMO3 K 5 1.40 1.49 
SUMO3 K 7 1.48 1.46 
UBA52 K 63 2.00 1.28 
UBA52 K 48 2.13 1.25 
SUMO1 K 46 1.72 1.22 
AMOT K 231 1.45 1.14 
SUMO3 K 32 2.00 1.09 
H2AFX K 120 2.11 -1.05 
ZNF280C K 564 1.32 -1.35 
ZNF280C K 574 2.13 -1.38 
USP22 K 405 1.86 -1.39 
H2AFV K 121 1.93 -1.41 
HIST2H2BE K 121 2.27 -2.06 
H2BFS K 121 2.49 -2.06 
 
 
 
 
